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APRESENTACAO

As obras “Aspectos das Doencas Tropicais Il e 1lI” abordam uma série de livros
de publicacao da Atena Editora. Em seu volume Il e lll, apresentam em seus capitulos,
aspectos gerais e epidemioldgicos das doencgas tropicais analisados em algumas
regides brasileiras.

As doencas tropicais sdo assim designadas por se tratarem de um conjunto
de doencas infecciosas que ocorrem nas regides tropicais e subtropicais. Em uma
acao que objetiva a avaliacédo dos indicadores globais e 0 combate e controle dessas
doencas, a Organizacdo Mundial da Saude langou uma classificacdo de “doencas
tropicais negligenciadas” para agrupar as doencas tropicais endémicas, causadas por
agentes infecciosos ou parasitas principalmente entre a populacdo mais carente e,
cuja prevencgao e controle sao dificultados pela escassez de investimentos.

Essas doencas afetam especialmente as populagbes pobres da Africa, Asia e
América Latina. Juntas, causando aproximadamente entre 500 mil a um milhdo de
Obitos anualmente, segundo dados da Organizagcdo Mundial da Saude. Segundo o
relatorio da Organizacdo Mundial da Saude de 2017, na América Latina e no Caribe,
estima-se que 46 milhdes de criangas vivem em areas de alto risco de infeccéo ou
reinfeccdo com helmintos transmitidos pelo solo e 70,2 milhdes estao em risco de
doenca de Chagas. Mais de 33 mil novos casos de hanseniase e mais de 51 mil
casos de leishmaniose cutdnea sao relatados nas Américas a cada ano. Além disso,
70 milhdes de pessoas na regido estdo em risco de doenca de Chagas e 25 milhdes
sofrem de esquistossomose.

Neste volumellll,dedicado as Doengas Tropicais, reunimos umcompilado de artigos
com estudos dirigidos sobre Doenca de Chagas, Leishmaniose, Esquistossomose,
Enteroparasitoses, Hanseniase e Raiva em regides brasileiras, com o intuito de ampliar
o conhecimento dos dados epidemiolégicos, contribuindo assim para a formulagéo de
politicas publicas de apoio dirigidas as diferentes caracteristicas regionais deste pais
continental.

A obra é fruto do esforco e dedicacao das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminacdo de
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma
vis&o geral e regional das doencas tropicais e inspirar os leitores a contribuirem com
pesquisas para a promog¢ao de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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CAPITULO 4
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Goiania - GO

Pedro Vitor Lemos Cravo

Professor Auxiliar no Global Health and Tropical
Medicine (GHTM), Instituto de Higiene e Medicina
Tropical

Universidade Nova de Lisboa - UNL

RESUMO: A doenca de Chagas, causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi é
responsavel por aproximadamente 14.000
mortes/ano. Pertencente ao grupo de doencas
negligenciadas apresenta apenas  dois
farmacos para seu tratamento, nifurtimox
e benzonidazol. Sendo assim, por meio da
estratégia de reposicionamento de farmacos
objetivou-se identificar farmacos ja aprovados e
disponiveis para uso clinico em humanos, com
potencial eficacia contra T. cruzi. Na busca por
novos farmacos antitripanosomais, sequéncias
primarias de proteinas selecionadas como
potenciais alvos terapéuticos foram usadas
para interrogar os bancos de dados DrugBank,
TTD e STITCH. No intuito de verificar o grau
de homologia entre os alvos de T. cruzi e
alvos previamente identificados, foi realizado
um alinhamento local, com uso da ferramenta
BLAST. Posteriormente, verificou-se o grau de
conservacao de residuos funcionais. Por fim,
uma busca bibliografica identificou quais dos
farmacos previstos ja foram avaliados por meio
de testes bioldgicos. Os resultados mostraram
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que 8277 alvos terapéuticos estavam presentes exclusivamente em T. cruzi e que
apenas 9 destes apresentavam alto grau de homologia (E-value < 10'° ou score = 0.8
e cobertura = 80%) e de conservacao (= 60%) com os alvos identificados nas bases
de dados. Um total de 10 farmacos apresentou atividade contra os mesmos, onde
destacaram-se a Trifluoperazina, Levosimendan e Novobiocina, que ainda apresentam
estudos insuficientes quanto sua acgéo tripanocida. Outros 7 farmacos, como por
exemplo, Gemcitabine, Gentamicina, Hidrocortisona e Tetraciclina ndo apresentam
nenhum estudo desse tipo. Portanto, os 10 farmacos mostraram necessidade de
validacdo experimental, mas potencial para inibir proteinas presentes no parasita.
PALAVRAS-CHAVE: Reposicionamento, Farmacos, Bioinformatica, Genbémica,
Doenca de Chagas.

ABSTRACT: Chagas’ disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is
responsible for approximately 14,000 deaths / year. Belonging to the group of neglected
diseases presents only two drugs for its treatment, nifurtimox and benzonidazol. Thus,
through the drug repositioning strategy, the objective was to identify drugs already
approved and available for clinical use in humans, with potential efficacy against T. cruzi.
In the search for new anti-trypanosomal drugs, primary protein sequences selected as
potential therapeutic targets were used to interrogate the DrugBank, TTD and STITCH
databases. In order to verify the degree of homology between the targets of T. cruzi
and previously identified targets, a local alignment was performed using the BLAST
tool. Subsequently, the degree of conservation of functional residues was verified.
Finally, a bibliographic search identified which of the predicted drugs have already
been evaluated through biological tests. The results showed that 8277 therapeutic
targets were present exclusively in T. cruzi and that only 9 of these had a high degree
of homology (E-value < 10-10 or score = 0.8 and coverage = 80%) and conservation (=
60%), with the targets identified in the databases. A total of 10 drugs showed activity
against them, in which Trifluoperazine, Levosimendan and Novobiocin were highlighted,
which still present insufficient studies regarding their trypanocidal action. Other 7 drugs,
such as Gemcitabine, Gentamicin, Hydrocortisone and Tetracycline, do not present
any such studies. Therefore, the 10 drugs showed the need for experimental validation,
but potential to inhibit proteins present in the parasite.

11 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana é
causada por um protozoario parasita intracelular denominado Trypanosoma cruzi (T.
cruzi; agente etiol6gico), pertencente a familia Trypanosomatidae. Uma das formas
de transmissdo aos humanos ocorre por intermédio das fezes e urina, contendo as
formas metaciclicas flageladas, de um triatomineo hematéfago, na maioria das vezes,
pertencente ao género Triatoma (STANAWAY &ROTH, 2015). O Triatoma sp esta
adaptado a zonas rurais peri-domiciliares e regides secas, cenario presente na América
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Central e América do Sul, onde o inseto se aloja entre a estrutura de habita¢cdes de ma
qualidade, facilitando a infec¢cao do hospedeiro (TEIXEIRA et al., 2006). Acreditava-se
gue somente pessoas que viviam em zonas rurais estavam sujeitas a infeccéo pelo T.
cruzi, porém devido a migracao destas (em estado crbénico) para areas urbanas e até
mesmo para outros paises, a doenca de Chagas foi disseminada para areas onde néo
se encontra o habitat natural dos vetores responsaveis pela transmissdo da mesma
(RASSI Jr et al., 2012).

Encontrado comumente na América do Sul, o Triatoma infestans (popularmente
designado de “chupédo” ou “barbeiro”), apds realizar o repasto sanguineo, deposita
na pele do hospedeiro, suas fezes e urina (NEVES etal., 2011). Esse fato, por sua
vez, causa coceira, facilitando assim a entrada de tripomastigotas metaciclicas no
organismo, por meio do local da picada ou até mesmo atravessando a membrana
mucosa intacta, podendo ocorrer também através de outras vias de acesso, como
os olhos, nariz e boca, ou por feridas e cortes na pele. Ainda, & possivel que a
transmissdo dessa doenca ocorra através da transfusado de sangue, transplante de
orgaos e de medula 6ssea, sendo o doador portador da doencga, ou até mesmo por
transmissao vertical, via placenta, resultando em 1-8% dos casos, nos quais bebés
nascem infectados de maes com a mesma doenca (FIOCRUZ, 2013, HOWARD, 2014,
CARYN et al., 2015). Uma vez no organismo do hospedeiro, o protozoario, T. cruzi
realiza seu ciclo de vida.

Triatomineos infectados realizam o repasto sanguineo e depositam suas fezes,
nas quais se encontram tripomastigotas metaciclicas, na pele do hospedeiro vertebrado
(humano), as quais atingem a corrente sanguinea e invadem células nucleadas.
Posteriormente, se diferenciam em amastigotas intracelulares e se replicam. Apos 4
ou 5 dias, as amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, promovendo a ruptura
das células infectadas, passando a circular livremente pela corrente sanguinea, o que
possibilita ainfec¢do de novos triatomineos, que porventura se alimentam do hospedeiro
ou ainda, podendo infectar novas células, dando inicio a novos ciclos de replicagéo.
Ja no hospedeiro invertebrado, ap6s o repasto sanguineo, as tripomastigotas atingem
o intestino médio do hospedeiro invertebrado, diferenciam-se em epimastigotas e
passam por um processo de replicacdo. Estas, por sua vez, migram para o intestino
grosso, onde sofrem uma nova diferenciacao, tornando-se tripomastigotas metaciclicas
infectantes, as quais sao excretadas juntamente com as fezes do vetor, reiniciando o
ciclo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015, CARYN et al.,
2015).

Manifestacdes clinicas da doenca de Chagas podem ser observadas nas duas
fases clinicas da doenca: aguda e cronica. Contudo, a fase aguda é caracterizada por
ser assintomatica ou apresentar sintomas leves em 95% dos casos. Os 5% dos casos
restantes incluem febre e mal-estar, que duram de 4-8 semanas (STANAWAY & ROTH,
2015). Outros sintomas incluem dores musculares e articulares, diarréia, edema (local
ou generalizado), disturbios respiratérios, aumento dos géanglios linfaticos, bago e
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figado, dificuldade de respirar e coma (TEIXEIRA et al., 2006, OMS, 2017). Sinais
visiveis podem ser notados também, contudo, em menos da metade dos casos, como
por exemplo, lesdes na pele (chagoma, no local de entrada do parasita) ou o inchaco
arroxeado de uma palpebra (sinal de Romana) (RASSI Jr et al., 2010, DNDi, 2015).

Sendo assim, a doenca de Chagas ainda é responsavel por aproximadamente
14.000 Obitos por ano, no mundo (OMS, 2017). Além disso, esta presente de forma
endémica na América do Sul, tendo sido reportados mais de 900 000 caos de pessoas
infectadas no Brasil (OMS, 2015). Nas Américas, a cada ano surge cerca de 28 mil
novos casos e 8000 novos nascimentos de bebés infectados durante a gestacéo.
Ademais, atualmente 65 milhdes de pessoas, nas Américas vivem em area de risco
(OMS, 2017).

Atualmente, o tratamento antitripanosomal é realizado por apenas dois farmacos,
nifurtimox e benzonidazol, classificados como quimioterapicos por suas propriedades
quimicas (PEREZ-MOLINA et al., 2009, RASSI et al., 2010). Apesar de serem eficazes
quando administrados logo apés a infec¢do, apresentam falhas no tratamento, como
a permanéncia do parasita por alguns anos na corrente sanguinea, antes de uma
reducéo significativa da carga parasitaria (PINTO et al., 2013), além de apresentarem
uma elevada toxicidade (COURA & BORGES-PEREIRA, 2012).

Nao ha também nenhuma vacina eficaz sendo comercializada, o que potencializa
a necessidade de busca por novos tratamentos terapéuticos. Portanto, este estudo
teve como objetivo identificar farmacos ja aprovados e disponiveis para uso clinico em
humanos e que apresentam potencial para serem reposicionados para o tratamento
contra a doenca de Chagas.

2| METODOLOGIA

Na busca por novos farmacos antitripanosomais, um delineamento experimental
baseado, inicialmente, em uma estratégia de genémica comparativa para a priorizacéo
de possiveis alvos terapéuticos de T. cruzi, a partir da base de dados TriTrypDB, foi
definido. Dessa forma foi possivel identificar os alvos terapéuticos presentes no T.
cruzi e ausentes em humanos, sendo representados por genes isolados, que por sua
vez codificam para proteinas especificas (mostradas em sua estrutura primaria).

As sequéncias primarias das proteinas resultantes foram usadas para interrogar
os bancos de dados DrugBank, TTD e STITCH, baseando-se em critérios previamente
definidos. Posteriormente, todas as sequéncias em questéo (de T. cruzi e dos bancos
de dados) foram submetidas a filtros que verificavam a similaridade entre as sequéncias
e 0 grau de conservacao dos residuos.

Estruturas sobrepostas permitem comparar caracteristicas funcionalmente
relevantes, residuos conservados necessarios para catalise e residuos criticos para
a ligacdo do ligante. Assim, os alvos de T. cruzi selecionados foram alinhados com
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os seus alvos homologos preditos utilizando pairwise BLAST (AGARWAL & STATES,
1998). Deste modo, foram considerados para estudos subsequentes apenas os casos
em que ocorreu sobreposicao = 80% entre as duas sequéncias para o alvo do farmaco
correspondente.

Subsequetemente, o servidor ConSurf foi aplicado para a caracteriza¢ao adicional
das regides funcionais nos alvos homoélogos de farmacos, em comparacdo com 0s
alvos de T. cruzi. Assim,o grau de conservacao dos aminoacidos dentro do centro ativo
foi estimado utilizando 150 proteinas de homologos com sequéncias semelhantes
obtidas a partir do banco de dados UniProt (APWEILER et al., 2004).

Por ultimo, uma busca bibliografica foi feita para identificar quais dos farmacos
previstos ja foram avaliados previamente, possibilitando a constru¢cao de uma lista
final de farmacos candidatos ao reposicionamento (Figura 1).

Definigao de critérios do alve
Presente somente em T.cruzi; ausente em humanos

Gendmica
Selecao de alvos e recuperacao de dados gendmicos: TritryDB

DrucBank

e Gy g g T Identificagao de alvos homélogos - STITCH

galbg DrugBank, TTD, STITCH 4.0

Oy Do singrs gromugs

< |
Filtragem dos alvos através d itérios de conservagao d NCBI

The ConSurf Server

;% Filtragem dos alvos através da conservagao de regidoes funcionals
j ConSurf =

O SciFinder*
Pesquisa na Literatura
Farmmacos testados X Farmacos nunca testados

Figura 1: Fluxograma resumindo a estratégia de reposicionamento por quimiogenémica in
silico.
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31 RESULTADOS

Os resultados mostraram que 8277 alvos terapéuticos estavam presentes
exclusivamente em T. cruzi e que destas, 4761 eram proteinas hipotéticas e 983
pseudogenes, restando apenas 2533 alvos, que foram submetidos aos trés bancos de
dados citados. Os resultados obtidos para cada um deles, bem como para a analise
BLAST, verificacdo de residuos conservados e busca bibliografica encontram-se
resumidos na Figura 2.

8277Potenciais alvos de T. cruzi

GENE DB
Gene Ontology e sequéncia FASTA

DrugBanke TTD (E-value =109
STITCH (Score = 0,8)
BLAST
Alinhamento pairwise (cobertura = 80%)

ConSurf
Comparacgdes de regides funcionais (= 60%)

Tt1T t 1

Pesquisa Bibliografica
Farmacos testados X Farmacos nao testados

Figura 2: Fluxograma resumindo os resultados correspondentes a cada um dos filtros utilizados
neste estudo. As caixas verdes representam os resultados obtidos resumidos em cada fase do
estudo.

A lista final dos 10 farmacos que possivelmente apresentam atividade contra
alvos de T. cruzi foram tabulados com outras informag¢des complementares (Figura 3).
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Alvos dos Farmacos Firmacosf Alves de T.cruzi

{DrugBank, TTD & STICH) Classes
Ribonucleosideo-difosfato Gemicitabina - Antiviral ; : : .
redutase subunidade Fludarabina - Antineopldsico thuHUdem'deor.dlfm'hm.mdmse A0
S maior, putativa

Aprindina - Anti-arritmico

Calmodulina 3 : R Calmodulina [CALAZ)
Trifluoperazina - Anti-psicatico
Troponina C Levosimendan- Antibidtico Calmodulina [CALAZ)
Chaperona molecular Gentarmicing - Anthriral Proteina de choque térmico 70 (hspT0],
HSP73 73-kDa putativa (fragmento)
: A
Oxido n mx? s Hidrocortisona- Antinflamatdrio p450 redutase, putativa
induzive|
i : Etopasides - Antineoplasica
PHAEOpOED m.erase LY P j_ i ; _ P y : DNA mitocondrial topoisomerase Il, putativa
brucei) Movobiocina - Antibiotico
Fumarato redutase NADH-

dependente (FRDm1) (T. -
b (Enbind) | Tetraciclina -Antibictico FUMAo redukace NADH-depencents,
brucei) putativa

Figura 3: Lista final de potenciais fArmacos ao reposicionamento e seus respectivos alvos.

Dentre estes, a Trifluoperazina, Levosimendan e Novobiocina apresentam
estudos prévios a respeito de sua atividade antitripanosomal, porém insuficientes.

41 DISCUSSAO

A sequéncia cronoldgica e a escolha dos métodos realizados neste estudo
tiveram como objetivo prever quais dos alvos de T. cruzi podem ser considerados
drogaveis para os farmacos ja disponiveis e aprovados comercialmente (AL-LAZIKANI
et al., 2007). Para tanto, os alvos do parasita foram considerados drogaveis quando
apresentavam valor estatistico E-value < 10'°, por comparacédo genémica, com alvos
de farmacos, quando obtinham uma cobertura da sequéncia = 80% em relagao a seus
correspondentes alvos homdlogos previstos, e quando apresentavam um grau de
conservacao = 60%.

Alguns dos farmacos finais, ndo protegidos por patente, com estudos prévios
ausentes ou insuficientes e néo classificados como antineoplésicos (apresentam
elevada toxicidade, o que pode acabar inviabilizando o uso como antitripanosomal)
foram descritos detalhadamente neste estudo para avaliar a necessidade de testes in
vitro e in vivo.

Trifluoperazina

Classificado como anti-psicético, a Trifluoperazina € indicada normalmente para
disturbios de ansiedade, sintomas depressivos, ansiedade secundaria e agitacdo. Em
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doses abaixo de 100 yM apresenta efeito inibitério no crescimento e na motilidade
de epimastigotas e na dose igual a 200 yM, inibe a motilidade e infectividade de
tripomastigotas metaciclicas (LACUARA et al., 1991). Adiferenciacéo de epimastigotas
também é bloqueada por este farmaco, porém, esses efeitos estavam mais associados
a danos mitocondriais do que propriamente ao efeito anticalmodulina (GONZALES-
PERDOMO et al.,1990), o qual é sugerido pela analise de drogabilidade sugerida
neste trabalho.

Novobiocina

Classificado como um antibacteriano, a Novobiocina se liga a DNA girase (DNA
topoisomerase |l) - validado neste trabalho como potencial alvo terapéutico de T.
cruzi - e bloqueia a atividade da ATPase. Além disso, esta descrito como inibidor da
diferenciacao de epimastigotas em tripomastigotasmetaciclicos e de amastigotas em
tripomastigotas (GONZALES-PERDOMO, M et al., 1990).

Gentamicina

A Gentamicina esta classificada como um antibiético aminogicosidico produzido
por Micromonospora purpurea formado pela combinagcdo de trés componentes
principais chamados de Gentamicina C1, C1a e C2 (TANGY et al., 1985). Pode atuar
por ligacdo a chaperona molecular HSP73 73-kDa (também validada como potencial
alvo terapéutico), provocando uma alteragao conformacional e diminui¢cao da atividade
da mesma (REQUENA et al., 1992).

Tetraciclina

A Tetraciclina refere-se a familia das tetraciclinas, as quais sao utilizadas como
antibidticos, cujo mecanismo de acao se baseia na inibicdo da sintese proteica. Outro
papel das tetraciclinas, principalmente em Trypanosoma brucei (T. brucei, modelo de
estudos) € modificar a atividade da enzima Fumaratoredutase NAPH-dependente,
cuja funcao essencial é a de aceptor de elétrons e também de producéo de succinato,
alvo também identificado no banco de dados STITCH e validado pelas anélises de
alinhamento e de conservacao funcional (STITES et al., 1997).

51 CONCLUSAO

Os 10 farmacos aprovados por este estudo indicam que futuras triagens in
vitro e in vivopoderdo fornecer outros dados sobre a atividade dos mesmos como
antitripanosomais. Se realmente confirmada, estes farmacos fornecerdao também
pistas para dar inicio a novos procedimentos de identificacéo e otimizacdao de novos
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farmacos com potencial terapéutico, podendo dessa forma, substituir ou completar a
lista atualmente composta apenas pelo benzonidazol e nifurtimox, com a vantagem
adicional de uma menor toxicidade para humanos.
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