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RESUMO

r

A triponosomiase americana ¢ uma moléstia que tem representado grandes
preocupacdes governamentais, além de ser um indicador claro de algumas implicagdes
socio-econdmicas pertinentes na América Latina. Além disso, a moléstia determina nas
vitimas infectadas um quadro clinico caracterizado por graves anomalias nos 6rgaos
cavitarios (coragdo, intestino, esofago). Devido a sua gravidade e as complicacdes que
esta oferece aos cidadaos infectados, ¢ urgente a descoberta de drogas e tratamentos
uteis para o tratamento da doenga. Para o desenvolvimento de novos farmacos eficientes
contra o 7. cruzi, é necessario antes de mais nada a escolha de uma via metabdlica
caracteristica deste protozodrio que sirva como alvo para estes firmacos. A cruzipaina ¢é
um exemplo de enzima indispensavel para a sobrevivéncia do parasito, € por esse
motivo tem sido meticulosamente estudada por diversos pesquisadores que buscam de
forma eficiente desenvolver inibidores especificos que simbolizem a possibilidade de
erradicacdo da doencga, ou ao menos a possibilidade de novos tratamentos que garantam
a populacao infectada uma esperanga de cura. Sendo a cisteino protease mais abundante
no 7. cruzi a inibi¢do da cruzipaina significa impedir a realizacao das fungdes vitais do
parasito, ou seja, um tratamento desenvolvido a partir dessa enzima abre novos
horizontes no que se diz respeito a cura da tripanossomiase americana.

Palavras-Chave: Mal de Chagas. Trypanossoma cruzi. Cisteino protease
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1 INTRODUCAO
As doencas infecciosas parasitdrias afetam milhdes de pessoas em diferentes regides

geograficas do planeta e representam uma crescente ameaca mundial. Elas sdo responsaveis
por incapacitar anualmente uma fracdo significativa da populacdo de varios paises em
desenvolvimento, especialmente do continente africano e na América do Sul (DIAS et al.

2009).

Um exemplo dessas doengas ¢ a tripanossomiase americana, popularmente conhecida
como doenga de Chagas é uma zoonose ' tipica das Américas, e se estende desde o sul dos
Estados Unidos até o Chile, tendo forte incidéncia no Brasil. E causada por um protozoario

flagelado ,0 Trypanossoma cruzi (Figura 1).

AROOETIA
asirutura
parafiagelar

WaCUoo
contrasl ¥

bolsa flagelar
cinetoplasio

glicosomo

Subepabiulanes

Figura 1: Trypanossoma cruzi e suas estruturas intracelulares.

Fonte: FUGESP, 2007.

O protozoario passa parte da vida parasitando um hospedeiro invertebrado
hematofago, e ¢ transmitido ao hospedeiro vertebrado a partir da picada deste primeiro

hospedeiro, um inseto integrante do grupo dos triatomineos conhecidos popularmente como

' Sdo doengas de animais transmissiveis a0 homem, bem como aquelas transmitidas do homem para os

animais.
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barbeiros (Figura 2) ou chupdes. Estes insetos sdo tipicos das regides rurais, onde se encontra

uma grande parcela da populagdo suscetivel a contaminacao.

Figura 2: Barbeiro (Inseto hematdéfago), em diversas fases do seu ciclo vital.

Fonte: SERESVIVOSDORN, 2005.

Tal enfermidade determina no homem um quadro clinico com sintomatologia muita
variada. Entre os sintomas mais preocupantes podemos citar a cardiopatia chagasica e as
dilatagdes dos 6rgdos cavitarios (megaesdfago, megacdlon, etc.), caracteristicas do aparelho
digestivo. Entretanto, nem todos os individuos contaminados apresentam o quadro clinico
descrito anteriormente. Alguns podem desenvolver tais lesdes graves e progressivas, enquanto

outros podem ser portadores assintomaticos da doenga durante toda a vida (REY, 2002).

A infecgdo chagasica humana ¢ caracterizada por uma fase aguda, que dura em média
dois meses, sucedida da fase cronica que se prolonga por toda a vida do hospedeiro
vertebrado (DIAS et al. 2009). Atualmente nao sdo conhecidos muitos tratamentos
preventivos eficientes (Além da profilaxia que consiste em eliminar os vetores [babeiros] e
evitar a construcao de casas de pau-a-pique), ou curativos contra o mal de Chagas na fase

cronica, havendo somente medicamentos uteis para a fase aguda.

O Trypanossoma cruzi apresenta um ciclo vital (Figura 3) complexo, caracterizado por
duas etapas distintas: uma em que este infecta um hospedeiro invertebrado e hematédfago e a
outra em um hospedeiro mamifero. No decorrer desse ciclo o protozoario sofre algumas
transformagdes e assume diferentes formas de acordo com o ambiente que se encontra

buscando adaptar-se e realizar as fungdes caracteristicas de cada fase (divisdo celular, invasao
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intracelular e nutricdo). S0 quatro as formas evolutivas pelas quais o Trypanossoma cruzi

passa: a amastigota, epimastigota, tripomastigota metaciclica e tripomastigota sanguicola.

Tripomastigotas invadem
Olinseto picae células e tornam-se amastigotas
deixa as fezes

Transformam-se em

= “
tripemastigotas .
N W

Multiplicam-se
sexualmente Ciclo no

ﬂg’\barheim

Mo intestino do inseto,
transforma-se em
epimastigotas

: : Amastigotas tornam-se
tripomastigotas,
Tripomastigotas sdo ingeridos, destroem as células

Com sangue, per outre inseto & S3A8M para o sangue
enm nova picada

Ciclo no
ser humano

Os amasligotas
multiplicam-se
assexuadamente
nas células

Ainda no
hospedeiro,
os tripomastigotas invadem outras
células, onde se multiplicam como
amastigotas. Sem tratamento, esse
processo, 2pos 10 8 20 aNos, CAUSA
destruicio de células em orgdos,
principalmente coraco e intestino,
além de seqiielas no slstemf.f NETVoso,
e leva o paciente & morte ./

Figura 3: Esquema do ciclo Vital do T cruzi
Fonte: FLICKR, 2012.

O ciclo se inicia quando o inseto pica a pessoa e defeca a0 mesmo tempo sobre a pele
da mesma. A picada do inseto causa uma reagdo alérgica devido a saliva do triatomineo. Ao
se cocar a propria pessoa direciona as fezes do animal para a ferida aberta pela picada.
Através dessa picada o parasito na forma tripomastigota metaciclica (Figura 4.a) penetra na
corrente sanguinea da vitima e passa para a forma tripomastigota sanguicola (Figura 4.b). A
partir dai o protozodrio invade as células (tendo preferéncia por células da musculatura
estriada) do hospedeiro humano e 14 assume outra forma, a amastigota (Figura 5.a), onde se
reproduz sucessivas vezes até que as células se rompam e novamente liberem no sangue o

parasito na forma de tripomastigota sanguicola (REY, 2002).

Nesse estagio o 7. cruzi pode invadir novas células voltando a assumir a forma
amastigota ou pode ser ingerido por um novo inseto hematdfago, quando este realiza a

hematofagia. Ao ser ingerido, o parasito passa para a forma epimastigota (Figura 5.b) e se
12



instala no trato digestivo do inseto contaminado. L4 ele se reproduz repetidas vezes e volta a
assumir a forma tripomastigota metaciclica na regido posterior do intestino do inseto. O ciclo
entdo recomeca quando o inseto pica mais um individuo contaminando-o com os protozoarios

existentes em seu intestino.

a) b)

Figura 4: a) Tripomastigota Metaciclico; b) Tripomastigota Sanguicola
Fonte: FIOCRUZ, 2011.

Coloragao: Hematoxilina e Eosina — HE

Fugura 5: a) Amastigota; b) Epimastigota
Fonte: FIOCRUZ, 2011.

Coloragao: Hematoxilina e Eosina — HE

Para a realizacdo das fung¢des necessarias dentro do ciclo vital do 7. cruzi, o mesmo se

utiliza de algumas estruturas intracelulares importantes, permitindo assim, que o parasito
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encerre seu ciclo, transmitindo informagdes essenciais para a geracao seguinte de
protozoarios. Uma das estruturas de maior importancia para a sobrevivéncia do protozodrio ¢
a cruzipaina (Figura 6), uma cisteino protease * essencial a sobrevivéncia do parasito

( PESSOA; MARTINS, 1977).

e
s {‘-’:‘i ‘#%

e )
< »
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Figura 6: Estrtura cristalografica da cruzipaina de 7. cruzi.

Fonte: LUIZ DIAS, 2009.

A cruzipaina, ou cruzaina como também ¢ chamada, é o cisteino protease de maior
importancia no 7. cruzi. Estd presente em todas as fases do ciclo vital do parasito, sendo
liberada em diferentes compartimentos celulares em cada estagio. Além disso, também esta
associada as etapas de invasdo celular e de resposta imune do hospedeiro; ao processo de

nutri¢io; e a reprodugio intracelular na forma amastigota (DU apud POSSA, 2008).

Uma vez que € essencial nas diversas etapas do ciclo vital do parasito a cruzaina ¢

4

considerada um excelente alvo bioldgicos de inibidores especificos’® e irreversiveis * que

visam a cura e o controle da doenca.
1.2 OBJETIVOS

Devido a sua importancia, este trabalho tem como objetivo principal identificar as
funcdes da cruzipaina no decorrer do ciclo vital do Trypanossoma cruzi. E como objetivos

especificos a realizacdo de um apanhado histérico nas pesquisas que levaram a identificaciao

? (Cisteino protease ou proteinase € uma glicoproteina responsavel pela quebra de ligagdes peptidicas de
aminoacidos das proteinas. Também conhecida como cruzipaina, cruzaina ou GP57/51 (glicoproteina
com duas bandas caracteristicas com peso molecular de 57/51.000 daltons).

3 Sdo inibidores que agem sobre uma enzima especifica.

* Sdo inibidores que inativam um proteina para sempre.

14



da cisteino protease de 7. cruzi e identificar os efeitos da inibi¢do da cruzipaina tanto para o 7.

Cruzi, quanto na doenca.
1.3 JUSTIFICATIVA

O principal motivo para a escolha da cruzipaina e o 7. cruzi como objeto para este
projeto ¢ a importancia médica e farmacéutica dos mesmos para a descoberta da cura ou para
o desenvolvimento de novos tratamentos eficazes para o tratamento da Doenca de Chagas, ja
que a cruzipaina ¢ um excelente alvo biologico para o desenvolvimento de inibidores

especificos, o que também influenciou na escolha deste tema (DU apud POSSA, 2008)..
1.4 METODOLOGIA

Para realizacdo do trabalho proposto foram utilizados artigos -cientificos que
abordavam os diversos aspectos da cruzipaina. Além disso, foi realizado um levantamento
bibliografico em livros e sites que se utilizavam do mesmo tema, para melhor entendimento, o

que ¢ indispensavel para o desenvolvimento do meu projeto final.

2 CONTEXTUALIZACAO HISTORICA
15



A tripanossomiase americana (ou doenca de Chagas) ¢ uma das doencas de maior
distribuicdo em todo continente americano. Apesar de ser mais expressiva na América Latina,
sao encontrados casos da enfermidade até o sul dos Estados Unidos. Isso ocorre devido aos
inimeros vetores responsaveis pela transmissdo do agente etiologico > da moléstia, sendo
conhecida mais de cem espécies de insetos hematofagos responsaveis pela contaminagio,

presentes desde os EUA até o Chile (WHO apud REY, p. 139, 2002).

Deve-se entender a doenga como produto das alteragdes produzidas pelo homem no
ambiente, e das condig¢des precarias de vida de alguns cidadaos que, devido a certas distor¢oes
econdmicas se véem inseridos no ciclo silvestre dos vetores e do agente causal do mal de

Chagas, o Trypanossoma cruzi (VINHAES & DIAS, 2000).

Em 1908, no povoado de Lassance, Minas Gerais, o0 médico pesquisador Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas identificou pela primeira vez uma nova espécie de protozoario
flagelado pertencente ao género Trypanossoma (denominando-o Trypanossoma cruzi em
homenagem a Oswaldo Cruz, com quem trabalhava em pesquisas sobre a maléria) no trato
digestivo de insetos hematdfagos conhecidos no Brasil como barbeiros. Com a suspeita de
que esse parasito poderia estar circulando entre os insetos ¢ mamiferos (inclusive humanos)
Chagas passou a procura-lo em pessoas e animais da regido. Para confirmar suas suspeitas,
Chagas fez inocular macacos, que desenvolveram a parasitemia e uma sintomatologia febril

(REY, p 128, 2002).

Coube também a Chagas, diagnosticar e estudar o primeiro caso registrado da moléstia
em humanos. Em abril de 1909, Chagas, encontrou no sangue de uma menina febril, de nome
Berenice, com dois anos, o mesmo protozoario encontrado nos barbeiros e animais
examinados. Berenice (Figura 7) foi o primeiro caso clinico registrado da doenca em
hospedeiros humanos. A confirmagdo desse caso foi possivel apds contaminar animais de
laboratério com parasitas do sangue da menina. Estes por sua vez, desenvolveram a infecgdo e
a sintomatologia caracteristicas da doenga, confirmando as suspeitas de Chagas. Berenice
desenvolveu a forma crénica da doenga morrendo anos depois, ja na velhice (LANA &

TAFURI, 199-).

Etiologia, em biologia, trata-se de um conceito que abrange a pesquisa em torno das causas de
determinada doenga.
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Figura 7: Foto de Berenice em manchete de jornal.

Fonte http://www.submarino.net/cchagas/artigos/art].htm.

Acessado em: 29/09

Partindo de sua descoberta, pode entdo, ndo sé descrever o agente etiologico da
doenca e suas formas evolutivas, como também caracterizar a nova tripanossomiase,
estabelecer a etiologia o ciclo parasitario, identificar os vetores, os reservatorios domésticos e
silvestres, descrever a doenca e seu diagnostico, analisando assim todos os aspectos basicos

de sua patologia e epidemiologia (REY, p. 128, 2002).

Abaixo, se encontra um trecho do livro “Meu Pai”, de Carlos Chagas Filho

descrevendo o processo que levou seu pai a descobrir essa nova moléstia.

Consultado Oswaldo Cruz pelo governo federal, indica ele a ida a
Lassance de Chagas, uma vez que possuia comprovada experiéncia no
combate a maldria, tanto em Itatinga como no Xerém. (...) segue,
resolutamente, para a complementacdo do seu destino, pois no norte de
Minas realizara a descoberta mais importante na historia cientifica do Brasil,

unica na historia da medicina

Chagas comegou, consciente ou inconscientemente, a tentar encontrar o fio
da meada. Sorriu-lhe de novo o destino. Soube, pelo engenheiro Catarino(...) da
presenca de uma infinidade de insetos hemat6fagos, os barbeiros ou chupdes,
alojados nas frestas das paredes de pau-a-pique °. Estes sugadores de sangue saiam,
a noite, para se alimentar, picando no rosto os habitantes das paupérrima chogas ’.

Meu pai levou os insetos ao seu laboratorio(...). Examinando o tubo
digestivo desses triatomineos, Chagas encontra um novo tripanossomo, que logo
distingue de todos os outros que havia estudado e, particularmente, de um que havia
descrito anteriormente no estado das Minas Gerais, o Trypanosoma minasense.

Nao ¢ dificil imaginar qual a idéia que brotou no espirito de Chagas nessa

® Casas tipicas de zonas rurais construidas basicamente com madeira e barro.
7 Extrema condi¢do de pobreza.
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ocasido, foi a seguinte: ‘Podera o tripanossomo que se encontra nos barbeiros ser a
causa do quadro nosoldgico * que encontro em Lassance?’ Esta interrogagdo
perturbou durante largo tempo as suas noites insones. Bom cientista viu que ela sé
poderia ser respondida depois de realizada a necessaria experimentacao.

(FILHO, Carlos Chagas. MEU PALI. 1993 Disponivel

em:http://www.submarino.net/cchagas/artigos/artl.htm. Acessado em:
29/09).

Nao era do conhecimento de Chagas, mas ele acabara de descobrir uma moléstia que
sinalizaria as proporgoes das desigualdades sociais no Brasil: um exemplo tipico de uma
injuria resultante das alteracdes feitas pelo homem sobre o ambiente, a tripanossomiase
americana ¢ produto de distor¢cdes econdmicas e injusti¢as sociais. Seu agente etiologico, o 7.
cruzi, restrito ao ambiente silvestre, circulava livremente entre mamiferos nativos das regides
rurais sendo transmitido através da picada dos hemipteros’ hematofagos ou por ingestio do
vetor ou dos mamiferos contaminados. Ao se inserir no ciclo do 7Trypanossoma e do barbeiro,
o homem ofereceu-lhes condi¢cdes favoraveis a sobrevivéncia. Esse fator ocasionou na

inser¢do de tal patogenia na sociedade atual (VINHAES & DIAS, 2000) .

Devido ao perfil sdcio-econdmico dos moradores das zonas rurais a doenga de Chagas
¢ considerada uma doenca negligenciada . Isso se deve ao fato de que essa enfermidade se
restringe a populacdo de baixa renda, o que ndo desperta o interesse da industria farmacéutica,
que por sua vez nao realiza pesquisas suficientes para a criagdo de novas drogas que visem o
tratamento e a cura do Mal de Chagas. Assim o individuo infectado acaba por ser
marginalizado pela sociedade, por ser considerado incapaz de realizar determinadas funcdes
devido a sua condicao de saude, e enfrenta, além das dificuldades relativas ao seu bem estar e
a sua saude, uma certa exclusdo social devido o seu quadro clinico, como por exemplo

dificuldades para ser empregado (VINHAES & DIAS, 2000).

Os vetores responsaveis pela transmissdo da doenga sdo naturais de regides rurais, os
Triatomineos, ou barbeiros, como s3o vulgarmente chamados, se adaptaram bem as casas de
pau-a-pique (Figura 8), muito comuns em regides pouco desenvolvidas no interior do pais.
Essas casas sdo construidas basicamente com madeira (na maioria das vezes bambu)
entrelacadas com o uso de cipds, formando vigas horizontais e preenchidas por barro. A

constru¢do inadequada dessas moradias pode resultar em uma rapida degradagdo, além do

¥ Nosologia, parte da medicina que trata da classificagdo das doengas.
® Ordem de insetos caracterizados por possuirem pecas bucais adaptadas a perfuragdo e suc¢io alojado
numa longa "tromba" ou "bico", tanto na forma adulta como em ninfas.
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aparecimento de rachaduras e fendas, se tornando alvo para os vetores do 7. cruzi que se

instalam nas moradias através dessas aberturas (REY, 2002).

Figura 8: Casa de pau-a-pique

Fonte: EMERSON SILVA, 2012.

Os insetos vetores tém grande relevancia médica, visto que constituem a mais comum
forma de infeccdo da enfermidade configurando a via mais eficaz para interferéncia do ciclo
epidemiologico do parasito. Os reservatdrios naturais do 7. cruzi, ou seja, seus hospedeiros no
seu habitat natural s3o mamiferos silvestres como morcegos, gambas e tatus. J4 no ambiente
domiciliar o protozoario pode ser encontrado em animais domésticos como, por exemplo,
cdes e gatos. E a partir desses animais que os barbeiros se contaminam com o parasito,

transmitindo-os aos humanos (REY, p. 132, 2002)..

Na natureza os triatomineos sdo encontrados em fendas de rochas, ninhos de passaros
ou tocas de mamiferos, podendo ser encontrados também nos domicilios -citados
anteriormente, devido a escassez de alimento em seu habitat ou a tendéncia de buscarem
moradias estdveis com oferta permanente de alimentos. Como foi dito anteriormente a
principal causa para a insercao do mal de Chagas na sociedade brasileira foi invasdo do ser
humano no habitat natural do vetor e do protozoario causador da doenga. Sendo assim, ¢
possivel estabelecer uma relagdo entre as condigdes sociais dos possiveis hospedeiros e a taxa

de incidéncia da doenga em populagdes desfavorecidas (REY, 2002) .

Essa questdo ¢ extremamente relevante visto que, sem a interferéncia do ser humano
em 4reas rurais, a doenga possivelmente nao circularia entre humanos, pois se restringiria ao

ciclo silvestre, contaminando exclusivamente mamiferos da regido. Além do mais, esse fator
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nos indica algumas das caracteristicas do grupo social mais atingido por essa moléstia, que
sdo em sua totalidade pessoas com baixa renda que ndo encontram condigdes adequadas de

moradias, e vivem com condi¢des precarias em areas endémicas (NETO, 2008).

A invasdo desses territorios leva consequentemente a maior convivéncia com o0s
vetores, que encontram nas casas de pau-a-pique condigdes perfeitas para viver e se
reproduzir, devido as caracteristicas desse tipo de moradia. Por fim essas casas acabam sendo
favoraveis ndo s6 para abrigar os insetos, mas também influenciam na proliferacdo dos
mesmos, ja que oferecem protecdo contra predadores que serviriam como uma forma de
controle natural das populacdes dos vetores e oferecem a eles uma maior oferta de alimento, o
que consequentemente ¢ relevante para aumentar o numero de vitimas do mal de Chagas no

pais (LANA & TAFURI, 199-).
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3 SISTEMATICA: GENERO TRYPANOSSOMA

O Reino Protoctista agrupa diversos individuos com caracteristicas variadas. No
grupo, sdo encontrados organismos eucariontes, unicelulares, pluricelulares, autotrofos (todas
as espécies de algas) e heterdtrofos (todos os demais protistas). Este reino ¢ constituido por
cerca de 65.000 espécies conhecidas, das quais 50% sdo fosseis e o restante ainda vive hoje;
destes, aproximadamente 25.000 sdo de vida livre, 10.000 espécies sdo parasitos dos mais
variados animais e apenas cerca de 30 espécies atingem o homem (TORTORA, 2000). A
célula ¢ basicamente constituida pelo citoplasma, o ntcleo e diversas organelas responsaveis
por diferentes fungdes. Sdo variadas as formas adotadas pelas células, assim como as
atividades metabolicas desempenhadas pela mesma para a realizagdo de intimeras fungdes

necessarias a sobrevivéncia desses organismos. Por ser Unica, a célula deve se dividir em

regides e estruturas especializadas para a realizagdo dessas fungdes (PESSOA, p. 37, 1977).

O Trypanossoma cruzi € um protozoario flagelado desprovido de clorofila e
pertencente a ordem Kinetoplastida. Nessa ordem encontramos representantes com um ou
dois flagelos, uma unica mitocondria que percorre todo o corpo celular e uma estrutura
bastante singular que se encontra junto a base do flagelo, rica ¢ DNA e capaz de auto-
replicagcdo que caracteriza esse grupo, conhecida como cinetoplasto (Figura 9). Dentro desse
grupo encontramos a familia Trypanosomatidae, seus membros sdo parasitas obrigatorios dos
mais diversos seres vivos, podendo infectar outros parasitos, plantas ou animais
(invertebrados ou vertebrados), sendo as grandes maiorias residentes temporarios ou

permanentes do tubo digestivo de insetos (REY, p.128, 2002).
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Figura 9: Detalhes sobre a estrutura do corpo celular do 7. Cruzi. K: Cinetoplasto

Fonte: FIOCRUZ, 2011.

Nessa familia estdo presentes espécies de protozoarios de grande importancia para a
medicina humana e a veterindria, nos géneros Trypanosoma ¢ Leishmania. Entre os membros
mais importantes temos o causador da trypanossomose americana, o 1. cruzi, que ¢ objeto
desse trabalho. Além do Trypanossoma brucei gambiense e o T. b. rhodesiense, ambos
causadores da trypanossomose africana (doenga do sono) e as diversas espécies do género
Leishmania (Leishmania braziliensis, L. maxicana, L. peruviana, L. tropica), causadores de
leishmanioses tegumentares, € os L. donovani e L. infantum, causadores do calazar '° (REY,

2002).

O Trypanossoma cruzi é um protozoario relativamente pequeno e tipicamente em
forma de “C” em duas das trés fases pelas qual passa. Seu corpo celular ¢ alongado e achatado
e tende a se afilar em ambas as extremidades, principalmente na posterior de onde surge o
flagelo. Apresenta um cinetoplasto volumoso, que se encontra perto da extremidade posterior
do corpo, junto a base do flagelo. Sua reprodugdo em insetos € extracelular e ocorre na fase
epimastigota. J4 em mamiferos a reproducdo ¢ intracelular na fase amastigota, quando o

prtozoario assume uma forma arredondada com o flagelo atrofiado. Entre os mamiferos que o

10 T eishmaniose viceral.
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T. cruzi infecta, temos como os mais comuns: o homem, caes, gatos, tatus, morcegos e
gambas. Como j4 foi dito anteriormente, o homem se inseriu no ciclo do parasito devido as
diversas complicacdes socioecondmicas que atingem nossa sociedade, ndo sendo entdo

considerado um “hospedeiro natural” do 7. cruzi.

As implicac¢des da doenga causadas pelo 7. cruzi sobre as vitimas sdo extremamente
perturbadoras, sendo necessaria a descoberta imediata da cura e de novos tratamentos eficazes
contra a enfermidade. Para tanto, a comunidade farmacéutica necessita de um alvo bioldgico
para o desenvolvimento de novas drogas ou vacinas. Ou seja, necessitam de uma estrutura
essencial ao protozodrio que possam tomar como alvo e assim desenvolver medicamentos que
inibam os efeitos realizados em favor da sobrevivéncia do parasito (VINHAES & DIAS,

2000).
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4 CISTEINO PROTEASE: A CRUZIPAINA

4.1 FUCOES DA CRUZIPAINA NO TRYPANOSSOMA CRUZI

A cisteino protease apresenta diversas isoformas, sendo sua forma majoritaria a
cruzipaina. Foi inicialmente identificada como alvo terapéutico em meados da década de
1990. Considerada um fator de viruléncia'' do 7. cruzi devido a redu¢do da invasdo celular
que ocorria ao se tratar os protozoario na forma infectante com inibidores da cisteino protease.
E encontrada abundantemente no parasito, sendo menos abundante na forma infectante

(SCHARFSTEIN, 2010).

Com ampla especificidade catalitica, hidrolisa inimeras proteinas. E essencial para a
replicacdo intracelular do parasito nas formas amastigota e epimastigota. Sua acdo
caracteristica enzimadtica lisossomal esta relacionada a nutricdo do parasito por meio de
hidrélise de peptideos e proteinas (SCHARFSTEIN et al. apud SA 2000). Tais atividades

promovem o crescimento do 7. cruzi, assim como o da célula hospedeira.

Além de proporcionar esse crescimento, a atividade enzimatica da cisteino
proporciona a diferenciagdo do protozoario na forma amastigota. Ela ¢ responsavel também
pela maior atividade proteolitica em todas as fases do ciclo de vida do 7. cruzi e pela
producdo de peptideos que estimulam a internalizagdo de tripomastigotas por células

cardiovasculares (SCHARFSTEIN et al. apud SA 2000).

Observa-se que tal enzima garante nao s6 a sobrevivéncia do T. cruzi, como também
seu crescimento e muitas das diversas atividades desempenhadas por este e que sdo essenciais
a sua sobrevivéncia. Sem desconsiderar a importancia da cisteino protease a comunidade
farmacéutica encontrou na cruzipaina, o que podera ser a solugdo para a busca da cura da
doenca de Chagas. Por esses motivos ela ainda é considerada um excelente alvo biologico, ja
que sem essa enzima ndao ¢ possivel ao protozodrio realizar fungdes bdsicas a sua

sobrevivéncia levando-o a morte celular.

' S40 estruturas, produtos ou estratégias que os parasitos utilizam para “driblar” o sistema de defesa do
hospedeiro e causar uma infecgao.
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4.2 ANTECEDENTES HISTORICOS

Muitos estudos vém sendo realizados desde a descoberta da doenca de Chagas, no
sentido de encontrar drogas eficazes para o tratamento desta enfermidade tanto na fase aguda,
quanto na fase cronica. Diversos compostos foram testados no decorrer dos anos, entretanto
nenhum deles obteve éxito sem que alguns resultados fossem controversos quando testados

em humanos (SA, 2008).

Desde a década de 1970, alguns nitrofuranos vém sendo utilizados como opg¢do de
tratamento para o mal de Chagas sendo eles: o Nifurtimox (Figura 10) e o Benzonidazol
(Figura 11). Os doentes tratados com estas drogas apresentaram boa resposta no tratamento de
infecgdes agudas, entretanto os efeitos nao sdo os mesmos na fase cronica, apresentando
assim, baixos indices de cura nesta fase. Além da baixa taxa de cura destes medicamentos na
fase cronica, a toxicidade e os efeitos colaterais caracteristicos destes farmacos inviabilizam o
tratamento com esses compostos, tornando a utilizagdo deles muito restrita (BRENER,

COURA, JANNIN, GUEDES apud POSSA, 2008, p.5)
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Figura 10: Formula estrutural do nifurtimox.

Fonte: MORAVEK, [entre 1997 e 2012].

Figura 11: Foérmula estrutural do benzonidazol.

Fonte: CHEMBASE, [entre 2007 e 2011]
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Neste contexto, estudos realizados acerca da estrutura bioquimica do 7. cruzi t€ém
permitido a identificacdo de vias metabdlicas essenciais ao parasito, além de alvos
terapéuticos especificos associados as fungdes vitais do mesmo, relacionados a infectividade e
viruléncia do protozoario (POSSA, 2008, p. 6). Tais estudos visam a criagdo de formacos cuja
acdo pressupoe a ligacdo de um pequena molécula (ligante) a uma macromolécula (receptor),
normalmente uma proteina associada a uma condi¢do de doenca ou disfungcdo em humanos
(DIAS et al. 2009.). Entre essas macromoléculas temos a cisteino protease, responsavel pela
maior atividade proteolitica em todas as fases do ciclo de vida do 7. cruzi, desempenhando
papel essencial na sobrevivéncia e crescimento deste (POSSA, 2008, p.6). Foi observado que
os inibidores da cruzipaina, podem induzir cura parasitologica da doenga em modelos
murinos, tanto na fase aguda quanto na fase cronica, com toxicidade minima. Os estudos
sobre essa estrutura vém sendo realizados desde a década de 1970, ndo havendo ainda hoje,

inibidores adequados que possam ser usados para a cura deste mal (MORALES, 2005, p.129).

A primeira descri¢do realizada acerca da presenca de enzimas proteoliticas em estratos
do T. cruzi foi realizada por Erney Camargo e seus colaboradores na década de 1970. Pouco
tempo depois, foi realizada uma descrigdo sobre as propriedades fisico-quimicas de uma tiol-
protease do parasito na forma epimastigota, feita por Rangel e seus colaboradores. Ainda
nesta década, houve uma convergéncia entre trés linhas de pesquisa que vinham se
desenvolvendo separadamente no Rio de Janeiro, Buenos Aires e Sdo Francisco em torno
desta protease. Cazzulo e colaboradores [entre 1970 e 1983] isolaram a principal cisteino
protease lisossomal do Trypanossoma cruzi, purificando-o e caracterizando suas propriedades
enzimaticas. A partir dessa pesquisa,a cisteino protease foi batizada como “cruzipaina” ou
“cruzaina”. Mckerrow e colaboradores descreveram a sequéncia parcial de oligonucleotideos
de uma cisteino protease de 7. cruzi constituida de residuos de cisteina (Cys), de histidina
(His) e de asparagina (Asn), que apresentavam propriedades caracteristicas das enzimas da
superfamilia da papaina'? . Nessa mesma época Julio Scharfstein junto de sua equipe
demostrou que a cruzaina era idéntica a uma glicoproteina definida pelos mesmos como um
antigeno dominante de 7. cruzi, a GP57/51. Além da GP57/51 ser virtualmente idénticas a
cruzipaina, foi constatado que tratava-se de uma tiol-protease da familia papaina, capaz de
degradar substratos protéicos de alto peso molecular, tanto em pH neutro quanto acido

(SCHARFSTEIN, 2010).

2 E uma enzima alcaldide ( substincia de carater basico derivada principalmente de plantas) extraida do
mamao.
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Na década seguinte, em 1983, Mendonga Previato e seus colaboradores isolaram e
caracterizaram diversas fragoes de extratos aquosos (fervidos) do 7. cruzi na forma
epimastigota (forma ndo infectante). Um glicoconjugado'® com peso molecular de 25.000
daltons, denominado GP25 destacava-se pela presenca de alto teor de cadeias de
oligossacarideos' O-ligados. Feita a analise da antigenicidade dessa glicoproteina, constatou-
se que a mesma serviria como uma ferramenta util para o sorodiagndstico do mal de Chagas

(SCHARFSTEIN, 2010).

Devido a grande disponibilidade da GP25, foram isolados anticorpos IgG ° humanos
através da cromatografia de afinidade'®. Uma analise realizada sobre o perfil de expressdo da
GP25 revelou sua presenga em todos os estagios morfoldgicos pelo qual o parasito passava.
Na forma epimastigota foi constatada uma forte densidade da glicoproteina na superficie
celular do protozoario, enquanto a expressao da mesma na forma infectante (tripomastigota

sanguicola) se mostrou mais discreta, sendo bem menos abundante nessa forma

(SCHARFSTEIN, 2010).

Em relacdo a reagdo discreta de anticorpos na superficie celular do parasito na forma
tripomastigota sanguicola, constatou-se que estes anticorpos foram capazes de diminuir
significativamente a infec¢do pelo 7. cruzi nas células da musculatura lisa em humanos.
Apesar da eficacia dos anticorpos nesse estudo, a reacdo do experimento em células do tecido
conjuntivo (fibroblastos) obtidas do mesmo doador mostrou um resultado diferenciado dos
ensaios realizados com células de musculo liso, j& que a infectividade ndo havia sido

prejudicada pela a agao destes mesmos anticorpos (SCHARFSTEIN, 2010).

Devido ao desenvolvimento precario dos meios de pesquisa, ndo era possivel, naquela
época, explicar os motivos pelos quais ocorriam tais reagdes diferenciadas dos anticorpos
nesses dois modelos de interagdo celular. Além desse empecilho, as pesquisas em torno da
GP25 apresentavam outras dificuldades, tais como: a caracterizagdo molecular da
glicoproteina que se mostrava penosa, devido a impossibilidade de se realizar seu
sequenciamento, ¢ a complexidade do padrdo isoelétrico '” da GP25. Esses problemas foram

em parte contornados quando foram obtidos anticorpos da GP57/51. A andlise do padrdo de

imunoprecipitacdo de antigenos revelou que os lisados de epimastigotas que haviam sido

13 Carboidratos covalentemente ligados a lipideos ou proteinas

' Sdo carboidratos que originam dois ou trés monossacarideos por meio de hidrolise.

' Imunoglobulinas.

'® Processo de separagdo de misturas.

7 Caracteristica molecular relacionada as cargas elétricas das proteinas. Tem grande importincia para o
estudo de outras caracteristicas bioquimicas, como por exemplo, a solubilidade.
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tratados com inibidores de protease apresentaram apenas duas bandas caracteristicas de peso
57/51.000 daltons, sendo denominado a partir dai como antigeno GP57/51. Ao se omitir
inibidores de protease na preparacdo de lisados celulares, constatou-se que a GP57/51 era
sensivel a protedlise. Depois, foi comprovado que a GP57/51 reagia fortemente com os
anticorpos da GP25, concluindo assim que ambas as glicoproteinas compartilhavam dos

mesmos epitopos dominantes.

Baseando-se nessas informagdes foi concluido que a cruzipaina era o produto
biossintético primario produzido pelo protozoario na forma epimastigota e que a GP25 era o

produto estavel gerado pela protedlise da cruzipaina (SCHARFSTEIN, 2010).

No fim da década de 1990 surgiram diversos grupos de estudos que propunham
ligantes para a inibi¢do da cisteino protease. Entre eles, Rongshi Li e colaboradores (1996) ao
estudarem séries de derivados de chalconas e de hidrazidas, identificando um derivado de
hidrazida como o inibidor mais eficaz de cruzipaina. Poucos anos depois, Roush (1998)
identificou como melhores inibidores, derivados de epdxi-cetonas. Na mesma €poca Roush e
colaboradores estudaram séries de aldeidos e derivados de vinil sulfonas identificando-os

como 0s mais potentes na inibi¢do da cisteino protease (SCHEIDT et al. 1998).

Roush e colaboradores (2000) continuaram a estudar possiveis novos inibidores contra
a cruzipaina, identificaram um derivado de O-benzil hidroximato como um inibidor potente e
especifico com alta seletividade relativa se comparada com outras cisteinas proteases. No ano
seguinte identificaram novos compostos como promissores inibidores da cruzipaina, ao

estudarem uma série de derivados de N-alcoxivinilsulfonamida.

Mais tarde, Ellman e colaboradores identificaram novos inibidores derivados de
cetonas (Huang & Ellman 2002; Huang et al. 2003). Contemporanecamente Du e
colaboradores (2002) estudaram série de moléculas com estruturas menores do que as
anteriores, os Tiol Semicarbazona visando melhorar a biodisponibilidade oral. Foi verificado
que tais compostos aumentavam a sobrevida de células infectadas pelo 7. cruzi, além de
apresentarem agdo tripanocida. Dois anos depois, Fujji e colaboradores (apud POSSA, 2005)
verificaram que o composto anterior também agia sobre uma cisteino protease do
Trypanossoma brucei rhodesiense. Entretanto, neste trabalho, foi observado que este
composto ndo se mostrava tdo eficiente em relacdo a inibicdo da proliferacdo do 7. cruzi

(POSSA, 2008, p. 6).
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Em relagdo a busca de novas drogas inibidoras de cruzipaina para o tratamento da
tripanossomiase americana, estudos ainda devem ser feitos, j& que novos farmacos sao
necessarios imediatamente, e continuardo a ser no futuro uma vez que o parasito adquire,
através de diversos mecanismos, resisténcia aos quimioterdpicos mais utilizados. Para tanto, a
comunidade médica t€ém promissoras oportunidades de estudos, visto que o desenvolvimento
da biologia molecular e estrutural, e da quimica médica tém mostrado significativos avangos,
permitindo assim um estudo mais aprofundado das estruturas moleculares de importancia para
o T. cruzi, que possam servir como receptores biolodgicos para moléculas ligantes, adquiridas

com a criagdo de fArmacos adequados para o tratamento deste mal (DIAS et a/ .2009).
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5 OS EFEITOS DA INIBICAO DA CRUZIPAINA

Diferentes inibidores de cisteinos proteases (Figura 12) vém sendo testados ao longo
dos anos, desde a descoberta dessa enzima e de sua importancia, como por exemplo, 0s
diazometanos e halometil cetonas, sendo estes toxicos para células do hospedeiro. Ja outros
compostos apresentam eficacia maxima, reduzindo os sintomas e impedindo a proliferagao
dos protozoarios com toxicidade minima. Tais compostos foram testados em modelos
murinos apresentando €xito nas fases cronica e aguda. Neste grupo de drogas se encontram as

Tiol-éteres-semicarbazonas, por exemplo (POSSA, 2008).

Figura 12: Representagao do alinhamento dos inibidores da cruzipaina

Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUIMICA, SP.

Estudos mostraram que a inibi¢do da cruzipaina se mostrou capaz de interferir na
replicacdo do protozodrio em ambas as formas replicantes, tanto intracelular (amastigota),
quanto extracelular (epimastigota), bloqueando-a. Sua inibi¢do se mostrou capaz também de
dificultar a invasdo celular, impedindo assim a diferenciacdo do parasito entre as formas
tripomastigota-amastigota (DU apud POSSA; MORALES, 2005). Dessa maneira pode-se
impedir o surgimento da cardiopatia chagasica, do megacdlon ou do megaesofago, sintomas
caracteristicos da doenga, causados pela presenca de grandes populagdes de protozodrios

parasitando as células.

Em outros estudos, epimastigotas foram tratados com inibidores de cisteino protease e
apresentaram anormalidades no reticulo endoplasmatico € no complexo de Golgi, devido o
acimulo de cruzipaina nos compartimentos vesiculares que foi constatado apos expor os
parasitos aos inibidores. O composto em questdo interrompia o trafego de proteinas, levando o
protozoario a morte celular apos 48 horas de tratamento. Em roedores o tratamento da

infeccdo pelo 7. cruzi, ndo so apresentou os resultados expostos anteriormente, como também
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diminuiu a infiltracdo linfocitaria da lesdo miocéardia e reduziu a parasitemia, contribuindo
assim para reversdao de alguns efeitos deixados pela doenga. Neste mesmo experimento, os
inibidores de cruzipaina teriam promovido a cura do hospedeiro no estagio crénico apos um

tratamento de 21 dias (ENGEL apud SA, 2008, p. 15).

Com estes dados ¢ possivel comprovar que a cruzipaina ndo s6 ¢ de grande
importancia para a sobrevivéncia do 7. cruzi, mas representa a possivel solugdo de diversos
problemas acarretados por essa zoonose em nosso pais. A partir dessa enzima, pode ser
possivel o desenvolvimento farmacos eficientes contra a tripanossomiase americana,
acarretando assim na elaboracdo de um tratamento eficaz que atenda as necessidades de toda

uma populagdo suscetivel ao mal de Chagas.

O uso de inibidores especificos contra as cisteino proteases visa a realizagdo de uma
ligagdo destes compostos com macromoléculas consideradas alvos (neste caso a cruzaina).
Essa interacao ¢ feita pelos inibidores da cruzipaina acarretando diversos efeitos, que t€ém por
objetivo ndo somente a morte do protozoario, como também a maxima reducdo dos efeitos
deixados pela patogénia com os minimos efeitos colaterais prejudiciais possiveis. A eficiéncia
do inibidor ¢ comprovada, portanto, quando este consegue alcangar os objetivos citados. Caso
contrario, novos estudos sao realizados para a busca de novos inibidores, tomando por base
estudos anteriores, quer tenham sido bem sucedidos ou nao. Nesse caso, até mesmo a falha de
um farmaco ¢ importante, pois pertmite que futuras pesquisas sejam realizadas sem que se
cometam os mesmos erros, facilitando assim o trabalho de pesquisadores que também
desejem encontrar farmacos mais eficientes para o tratamento do mal de Chagas (DU apud

POSSA, 2005).

E importante ressaltar que os efeitos da inibicdo deste composto sdo variados
dependendo da forma em que o parasito se encontra e da composi¢do quimica desses
inibidores, onde alguns apresentam efeitos colaterais prejudiciais aos hospedeiros, enquanto

outros apresentam toxicidade minima (ENGEL apud SA, 2008).
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6 CONCLUSAO

E possivel entender em que dimensdes a presenca da cruzipaina é essencial ao
Trypanossoma cruzi. Se utilizando dessa enzima, o protozodrio pode realizar as diversas
ativividades necessaria a sua sobrevivéncia. Para tanto ¢ preciso que o mesmo encerre seu
ciclo vital caracteristico, em que sdo presentes um total de dois hospedeiros. Ao realiza-lo o 7.
cruzi traz ao hospedeiro vertebrado, nesse caso o humano, diversas complicagdes, ndo so
patoldgicas, como também s6cio-econdmicas. Sendo assim nos é necessario uma maneira de

erradicar esse mal de maneira eficiente.

Uma possivel solu¢do para o mal de chagas, o cisteino protease caracteristico do 7.
cruzi ¢ de maior importancia para o mesmo. Tal elemento tem grande potencial farmacéutico,

além de abrir novos horizontem para a quimioterapia da doenca de Chagas.

Sua importancia e as diversas fung¢des desempenhadas fazem dessa glicoproteina a
base para inumeras pesquisas com os mais diversos fins. Muitas delas utilizadas nesse
trabalho contribuiram para a finalizacio do mesmo, visando identificar as fun¢des
desempenhadas pela cisteino protease no decorrer do ciclo do agente causal do mal de
Chagas. Outros objetivos foram tragados sem obtenc¢ao de éxito, devido a escassez de fontes

que pudessem contribuir para a finalizacao deste projeto.

Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho nos permite entender melhor de que
maneira a cisteino protease de 7. cruzi atua neste organismo e que efeitos a mesma pode
proporcionar no hospedeiro vertebrado. Foi identificada também a importancia dessa
estrutura, nos permitindo concluir que sem ela, ndo seria possivel ao protozodario sobreviver e
por consequéncia, infectar os mais variados hospedeiros. Além disso, esse projeto poderad
auxiliar a realizagdo de futuros trabalhos que abordem o mesmo tema, assim como outros
projetos que tratem de outros aspectos pertinentes ao Trypanossoma cruzi € a doenga de

Chagas.
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