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RESUMO

Apesar dos continuos esforcos, os tratamentos disponiveis para portadores da doenca de
Chagas ainda ndo sdo satisfatorios, especialmente na fase crbnica da doenca. Em estudo
anterior, nos reportamos a forte atividade tripanocida das dibenzilidenoacetonas A3K2A1l e
A3K2A3 contra Trypanosoma cruzi. No presente estudo, nds investigados 0s mecanismos de
acdo destes compostos envolvidos na morte do parasito. N6s mostramos que A3K2ALl e
A3K2A3 induziram estresse oxidativo nas trés formas parasitarias, especialmente
tripomastigotas, refletidos por um aumento da producdo de espécies oxidantes e reducdo do
sistema antioxidante enddgeno. Este desequilibrio oxidativo culminou em danos em estruturas
celulares essenciais de T. cruzi, refletida pela peroxidacédo lipidica e fragmentacdo do DNA.
Consequentemente, A3K2A1 e A3K2A3 induziram alteracfes vitais em T. cruzi, levando a
morte do parasito por diferentes vias, incluindo apoptose e autofagia. Além disso, 0s
resultados in vivo suportam novos estudos pré-clinicos com protocolos terapéuticos diferentes
e utilizando sistemas de liberagdo modificada, com o objetivo de alcancar melhores resultados
para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos contra T. cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; dibenzilidenoacetonas; estresse oxidativo; morte
celular.



LAZARIN-BIDOIA, D 2015. Evaluation of the in vitro mechanism of action and of the in
vivo biological effects induced by A3K2Al1 and A3K2A3 dibenzylideneacetones in
Trypanosoma cruzi. Ph.D. Thesis, Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
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ABSTRACT

Despite ongoing efforts, the available treatments for patients with Chagas’ disease are still
unsatisfactory, especially in the chronic phase of the disease. Our previous study reported the
strong trypanocidal activity of the dibenzylideneacetones A3K2A1 and A3K2A3 against
Trypanosoma cruzi. In the present study, we investigated the mechanisms of action of these
compounds that are involved in parasite death. We showed that A3K2Al1l and A3K2A3
induced oxidative stress in the three parasitic forms, especially trypomastigotes, reflected by
an increase in oxidant species production and reduction of the endogenous antioxidant system.
This oxidative imbalance culminated in damage in essential cell structures of T. cruzi,
reflected by lipid peroxidation and DNA fragmentation. Consequently, A3K2A1l and
A3K2A3 induced vital alterations in T. cruzi, leading to parasite death by different pathway,
including apoptosis and autophagy. Moreover, the in vivo data support new preclinical studies
with different therapeutic protocols and using modified release systems, in order to achieve
better results for the development of new chemotherapeutic agents against T. cruzi.

Key-Words: Trypanosoma cruzi; dibenzylideneacetones; oxidative stress; cell death.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas foi descrita hd mais de 100 anos (CHAGAS, 1909), mas o0s
tratamentos disponiveis ainda sdo restritos a apenas dois compostos nitroderivados,
benznidazol e nifurtmox. Estes compostos tém eficacia limitada, especialmente na fase
cronica da doenca, e efeitos colaterais graves (COURA, 2009). A doenca de Chagas é causada
pelo protozodrio parasito Trypanosoma cruzi, com uma estimativa de 6-7 milhdes de pessoas
infectadas em todo o mundo, principalmente em 21 paises da América Latina. No entanto,
casos da doenca tém sido cada vez mais detectados nos Estados Unidos, Canada, Europa e
paises do Pacifico Ocidental (WHO, 2014).

A pesquisa por novos compostos ativos mais eficazes contra a doenca de Chagas e
desprovidos de efeitos colaterais graves esta aumentando (IZUMI et al., 2011; RODRIGUES
et al., 2014). Poucos estudos tém relatado a eficacia de compostos tripanocidas contra as trés
formas de T. cruzi (MENNA-BARRETO et al., 2008; CALEARE et al., 2013), e pouco se
sabe sobre seus mecanismos de acdo. A escassez de tais estudos e falta de compostos eficazes
e seletivos contra T. cruzi pode ser explicado pelo ciclo de vida complexo e formas
morfolégicas e funcionais distintas deste parasito (KOLLIEN e SCHAUB 2000; MAYA et
al., 2007).

Dibenzilidenoacetona (DBA) é uma classe de compostos que tém uma dienona
aciclica ligada a grupos arilo em ambas as B posi¢des. Alguns estudos tém demonstrado as
propriedades quimioterapicas de DBAs, incluindo efeitos antiplasmédico (AHER et al., 2011)
e anticancerigeno (BHANDARKAR et al., 2008; PRASAD et al., 2011; YU et al., 2013; LEE
et al., 2014). Recentemente, nosso grupo de pesquisa testou in vitro uma série de DBAS
contra T. cruzi e Leishmania amazonensis e 0s resultados mostraram-se interessantes (UD
DIN et al., 2014). (1E,4E)-2-metil-1-(4-nitrofenil)-5-fenilpenta-1,4-dien-3-ona (A3K2A1l) e
(1E,4E)-2-metil-1,5-bis(4-nitrofenil)penta-1,4-dien-3-ona (A3K2A3) foram 0s compostos
mais ativos contra T. cruzi.

Considerando a atividade tripanocida in vitro de A3K2A1l e A3K2A3, 0 presente
estudo procurou caracterizar as alteragcdes bioquimicas e morfoldgicas induzidas por estes
compostos nas trés formas parasitarias de T. cruzi a fim de elucidar os mecanismos de agéo
envolvidos na morte celular deste parasito e avaliar os efeitos bioldgicos in vivo em

camundongos infectados por T. cruzi.
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Os nossos resultados forneceram uma visao sobre 0s mecanismos de agéo de A3K2A1
e A3K2A3 e sugerem fortemente que estes compostos séo eficazes contra as trés principais
formas parasitarias de T. cruzi. Em conjunto, 0s nossos resultados indicam que os efeitos de
A3K2A1 e A3K2A3 estdo relacionados com um aumento da producdo de espécies oxidantes
e deplecdo do sistema antioxidante endogeno, levando a morte do parasito. Além disso,
A3K2A1 e A3K2A3 induziram reducdo significativa nos niveis de parasitemia e melhora na
sobrevida dos animais infectados por T. cruzi.

Os assuntos abordados na revisao de literatura proporcionam um melhor entendimento

do nosso trabalho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca de Chagas e Trypanosoma cruzi

A doenga de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana foi
descoberta e descrita pelo médico brasileiro Carlos Chagas em 1909, que encontrou um
parasito flagelado na corrente sanguinea de uma crianga febril (CHAGAS, 1909). Carlos
Chagas foi responsavel por estabelecer a etiologia, ciclo biolégico do parasito, identificacao
do inseto vetor e de seus reservatérios domésticos e silvestres, descricdo da doenga e ainda o
seu diagnostico (RASSI JUNIOR et al., 2012).

A doenca de Chagas é encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises da
Ameérica Latina. Entretanto, nas Gltimas décadas, devido a mobilidade da populacéao, tem sido
cada vez mais detectada nos Estados Unidos da América, Canada, muitos paises da Europa e
alguns paises do Pacifico Oriental. Estima-se que cerca de 6-7 milhGes de pessoas sdo
portadoras da doenca no mundo todo (WHO, 2014). A populacédo afetada por esta infeccéo é
geralmente de baixa renda e escolaridade, que habitam regiGes rurais ou comunidades
isoladas, com pouco ou nenhum acesso a servicos de saude e saneamento basico, e uma parte
significativa desta populacdo desconhece a doenca. Devido a esses fatores, a doenca de
Chagas é considerada negligenciada porque recebe pouco financiamento para pesquisa,
guando comparada a outras doencas, e o conhecimento produzido nédo € revertido em avancos
terapéuticos, em grande parte por falta de interesse das inddstrias farmacéuticas (LIESE e
SCHUBERT, 2009).

A transmissdo da doenca de Chagas pode ocorrer através da via vetorial, que depende
de alguns fatores relacionados tanto ao triatomineo quanto ao parasito, como grau de
antropofilia, tempo entre a picada e a defecacdo, nimero e quantidade de evacuacdes,
percentual de formas infectantes nas fezes ou urina, capacidade de penetracdo do protozoario
e a intensidade do prurido causado pela picada (COURA, 2007). Os vetores sdo insetos
hemato6fagos pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae.
Cerca de 140 espécies, pertencentes a trés géneros — Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius, ja
foram identificadas como transmissores da doenca (PATTERSON et al., 2009; VALLEJO et
al., 2009), sendo que algumas espécies tém especial importancia na transmissdo da doenca ao
homem: Triatoma infestans, T. rubrofasciata, T. braziliensis, Panstrongylus megistus, T.

pseudomaculata e T. sordida (SILVEIRA, 1983). Sdo popularmente conhecidos como “bicho
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barbeiro”, possuem habito noturno e SO sdo capazes de evoluir e procriar realizando a
hematofagia em todos os estagios de vida (NEVES, 2005).

No Brasil, a transmissdo vetorial foi substancialmente reduzida devido aos avancos
tecnoldgicos empregados no controle das atividades de vigilancia epidemiologica e estratégias
para a identificacdo da presenca do vetor (SOBREIRA et al., 2001; FERREIRA e SILVA,
2006). Em 2006, o Brasil recebeu o certificado pela Organizagdo Pan Americana da
Salde/Organizacdo Mundial da Saude (Opas/OMS) de eliminacdo da transmissdo pelo
principal vetor, o T. infestans (WHO, 2007).

Embora a transmissdo vetorial ainda seja importante em varias regibes onde as
condicBes de habitacGes ndo sdo adequadas, nos Gltimos anos tem aumentado os casos de
transmissdo por via oral através da ingestdo de alimentos contaminados contendo triatomineos
ou suas dejecdes em diversos estados brasileiros (ROQUE et al., 2008; ARAUJO et al.,
2009). Em 2005, um surto relacionado a ingestdo de caldo de cana ocorreu em Navegantes,
Santa Catarina, resultando em 31 casos laboratorialmente confirmados e cinco ébitos
(STEINDEL et al., 2008). Posteriormente, em lguarapé da Fortaleza, Amapda, 26 pessoas
foram infectadas devido a ingestdo de suco de acai contaminado (IANNI e MADY, 2005).
Em 2011 um surto da doenca de Chagas relacionado ao consumo de agai contaminado foi
registrado no estado do Pard e em 2012, este mesmo estado registrou 35 casos da doenca,
sendo gue um dos municipios, Abaetetuba enfrentou um surto (SESPA, 2011; SESPA, 2012).
Com base nestes dados, a transmissdo oral, pela ingestdo de alimentos contaminados, tem sido
0 modo de transmissdo predominante no Brasil nos Gltimos anos (DIAS et al., 2011). Dados
do Ministério da Satude confirmam isso, pois dos 1.252 casos de doenca de Chagas aguda no
Brasil, 70% foram por transmissdo oral, 7% por transmissdo vetorial e em 22% dos casos nao
foi identificado & forma de transmissdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Outras formas de transmissdo incluem a congénita e transfusdo sanguinea. A
transmissdo congénita ocorre principalmente pela via transplacentaria e pode causar aborto,
prematuridade, retardo de crescimento intrauterino, nati e neomortalidade (BITTENCOURT,
2000; GURTLER et al., 2003; CARLIER et al., 2011). A transmissdo transfusional constitui
um mecanismo de importancia epidemioldgica na disseminacdo da doenca de Chagas,
principalmente nas grandes cidades, onde a prevaléncia da infec¢do € mais elevada (NEVES,
2005). Mecanismos menos comuns de transmissdo envolvem transplante de &rgdos
(CAMPOS et al., 2008), acidentes médico-laboratoriais, manejo de animais infectados
(HERWALDT, 2001) e pelo leite materno (DIAS, 2006).
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A doenca de Chagas apresenta duas manifestacBes clinicas distintas, fase aguda
(inicial, rapida, com elevada parasitemia) e cronica (tardia, de lenta evolugdo e com baixa
parasitemia), que variam de acordo com as caracteristicas do hospedeiro e da cepa infectante
(DIAS, 2000). A fase aguda corresponde a infeccdo e disseminacdo do parasito no organismo.
Na maioria dos casos € assintomética, mas quando sintomética pode apresentar alguns sinais e
sintomas, que variam em frequéncia e intensidade, tais como febre, mal estar, vOmito,
diarreia, cefaleia e insuficiéncia cardiaca. Na transmissdo vetorial, hd sinais de porta da
entrada, como chagoma de inoculacdo, um edema que surge no local de entrada do parasito ou
o sinal de Romafia, edema bipalpebral unilateral, que ocorre devido a entrada do parasito na
conjuntiva ocular (COURA, 2007; COURA e BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI JUNIOR et
al., 2012). Esta fase dura geralmente entre seis e oito semanas, ao fim das quais o quadro
febril e a parasitemia tendem a desaparecer. Em paralelo, decrescem também o0s niveis de
anticorpos IgM e sobem os niveis de IgG. Estes elementos praticamente definem a transicdo
para a fase cronica da doenca de Chagas (MONCAYO e SILVEIRA, 2009).

A fase cronica esta relacionada a reproducdo sistémica, a maioria dos pacientes se
mantém assintomaticos, caracterizando a forma indeterminada da doenca, onde
eletrocardiograma e radiografias apresentam-se normais. A sintomatologia da fase cronica
acomete em torno de 30 a 40% dos pacientes, normalmente por um periodo de 10 a 30 anos
apos a infeccdo. Esta fase geralmente € manifestada por comprometimento cardiovascular
e/ou gastrointestinal. Estas alteracdes estdo agrupadas em trés formas principais: cardiaca,
digestiva e cardiodigestiva, que resultam em significativa morbidade e mortalidade (COURA,
2007; COURA e BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI JUNIOR et al., 2012).

O agente etioldgico da doenca de Chagas é o protozoario parasito uniflagelado
Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, filo
Sarcomastigophora e subfilo Mastigophora (BRENER, 1992). Apresenta diferentes formas ao
longo de seu ciclo de vida, destacando-se a forma epimastigota - replicativa extracelular, ndo
infectiva - presente no tubo digestivo do inseto vetor; a forma tripomastigota - ndo replicativa,
infectiva - presente nas porcfes finais do intestino do inseto e na corrente sanguinea de
mamiferos infectados; e a forma amastigota - replicativa intracelular, infectiva - presente no
interior das células infectadas (DE SOUZA, 1984; DE SOUZA et al., 2010). Todas essas
formas do ciclo de vida do parasito podem ser identificadas a partir de caracteristicas
morfométricas (ou morfoldgicas), tais como a forma do parasito, a posi¢do do cinetoplasto em
relacdo ao ndcleo e pela bolsa flagelar (VICKERMAN, 1994). Epimastigota ¢ uma forma
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fusiforme com cinetoplasto em forma de bastdo proximo da bolsa flagelar, de onde o flagelo
emerge. Amastigota é arredondada e exibe um flagelo reduzido com um ndcleo relativamente
grande, redondo e excéntrico, o cinetoplasto encontra-se na forma de bastéo entre o nlcleo e o
flagelo. Tripomastigota apresenta morfologia levemente achatada e alongada, com
cinetoplasto arredondado, localizado na parte posterior do parasito, o flagelo emerge da bolsa
flagelar, se adere por todo o corpo do parasito e torna-se livre na regido anterior (TEIXEIRA
etal., 2011).

O ciclo de vida de T. cruzi alterna-se entre dois hospedeiros, invertebrado
(triatomineos) e vertebrado (mamiferos), caracterizando-se como heteroxénico (KOLLIEN e
SCHAUB, 2000). O ciclo do parasito no hospedeiro vertebrado inicia-se quando o inseto
vetor infectado, no momento do repasto sanguineo, defeca, depositando na pele do mamifero
excretas contaminadas com tripomastigotas metaciclicas. Através de uma ferida na pele ou
diretamente na mucosa as formas tripomastigotas metaciclicas invadem diversas células, tais
como fibroblastos, macréfagos residentes, células musculares lisas e estriadas e neurdnios. No
interior destas células, as formas tripomastigotas diferenciam-se em amastigotas, que se
multiplicam e transformam-se novamente em tripomastigotas. Este processo ocasiona 0
rompimento da célula hospedeira e liberagdo dos parasitos na corrente sanguinea. No meio
extracelular, estes parasitos podem infectar novas células ou serem ingeridos por outro
triatomineo no momento do repasto sanguineo. No hospedeiro invertebrado, os parasitos
migram para o intestino médio do inseto, onde se diferenciam em formas epimastigotas e
multiplicam-se. Posteriormente, essas formas migram para a parte posterior do tubo digestivo
atingindo o reto, diferenciam-se para tripomastigotas metaciclicas, que, num novo repasto
sanguineo, sdo eliminadas juntamente com a urina e fezes do triatomineo. Ao entrar em
contato com um novo hospedeiro vertebrado e estabelecer um novo processo de infecgdo nas
celulas, o ciclo se fecha (COURA e CASTRO, 2002; MAYA et al., 2007).

Trypanosoma cruzi, bem como todos os membros da familia Trypanosomatidae,
apresentam algumas caracteristicas especiais, como a presenca de uma Unica mitocondria que
se estende por todo o corpo do protozoario. Nesta organela ha uma grande quantidade de
DNA que se organiza na forma de minicirculos e se concentra em uma determinada regiéo,
localizada logo abaixo do corpusculo basal, dando origem a uma estrutura intramitocondrial,
chamada de cinetoplasto. A concentragdo de DNA encontrada em um cinetoplasto pode
representar cerca de 30% do DNA total da célula (DE SOUZA, 2000). Estudos citoquimicos e

bioquimicos descrevem ainda a presenca de algumas enzimas mitocondriais em T. cruzi
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incluindo a citocromo oxidase, a succinato desidrogenase, a isocitrato desidrogenase, a
NADPH diaforase, a alfa glicerolfosfato desidrogenase e a beta hidroxibutirato desidrogenase.

Outras caracteristicas de T. cruzi incluem a presenca de uma bolsa flagelar, de onde
emerge o flagelo e é um local de intensa endocitose; o acidocalcissoma, responsavel pelo
armazenamento de ions como célcio, sddio, zinco, fosforo e magnésio para posterior
utilizacdo na célula (DOCAMPO e MORENO, 1999); o glicossomo que compartimentaliza
em seu interior enzimas da via glicolitica (MICHELS et al., 2006); o reservossomo, que
armazena lipideos e proteinas, assim como algumas proteases, sendo a cruzipaina ou GP57/51
a proteina mais abundante da familia das cisteinas proteases de T. cruzi. Esta protease
participa na nutricdo, diferenciacdo e interacdo do parasito com a célula hospedeira
(CAZZULO, 2002; APARICIO et al., 2004; DIAS et al., 2009). E, o vacuolo contratil, que

exerce sua funcao na osmoregulacéo celular (DE SOUZA, 2009).

2.2 Quimioterapia da doenca de Chagas

A quimioterapia para o tratamento de portadores da doenga de Chagas ainda constitui
um desafio. Mesmo ap6s um século da descoberta da doenca de Chagas, 0s investimentos
globais em pesquisa e desenvolvimento de farmacos e vacinas sdo escassos. O tratamento
atual é parcialmente eficaz para essa doenca e os Unicos farmacos utilizados como
quimioterapicos foram introduzidos no mercado ha mais de 40 anos. Assim, o fortalecimento
de programas de pesquisa que visem o desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes,
menos toXicos e mais acessiveis para o tratamento de portadores da doenca de Chagas faz-se
necessario (DUSCHAK e COUTO, 2007; DIAS et al., 2009; GUEDES et al., 2012).

Atualmente existem apenas dois medicamentos eficazes, 0s nitroderivados
benznidazol e nifurtimox, ambos desenvolvidos pelas industrias farmacéuticas Roche e Bayer,
respectivamente (COURA, 2009). Entretanto, no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai, ap6s a
proibicdo do uso do nifurtimox, o benznidazol é o Unico farmaco utilizado para o tratamento
de portadores dessa doenca (PEDROSA et al., 2001; COURA e CASTRO, 2002). O
Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) é o atual produtor deste
farmaco, e cabe ao governo brasileiro a responsabilidade de distribui-lo aos demais paises da

América Latina.
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O mecanismo de acdo do nifurtimox estd associado a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), tais como anion superoxido (O,") e peroxido de hidrogénio (H,0;). O
principal mecanismo de acdo do benznidazol esta relacionado com a formacdo de radical
nitroanion e metabdlitos eletrofilicos (MAYA et al., 2007). Ambos os farmacos atuam sobre o
genoma de T. cruzi, inibem a sintese de DNA, RNA e proteinas e aceleram a degradacao
dessas macromoléculas (STOPPANI, 1999).

Estes quimioterapicos estdo longe de ser um farmaco ideal, pois ndo atendem aos
critérios: cura parasitologica de casos agudos e cronicos da infeccdo; efetivo em uma Unica
dose ou em poucas doses; acessivel aos pacientes; ndo exibir efeitos colaterais ou
teratogénicos; ndo haver necessidade de internagdo para o tratamento e ndo apresentar
resisténcia (SOEIRO e CASTRO, 2009). Em adicdo, a eficiéncia do tratamento depende da
susceptibilidade de diferentes cepas de T. cruzi (BOURGUIGNON et al., 2011). Ambos 0s
farmacos séo eficazes para o tratamento da fase aguda (PRATA, 2001), com uma taxa de cura
de cerca de 80% dos infectados, entretanto em individuos cronicamente infectados a eficacia é
reduzida para cerca de 20% (COURA, 2009). Além disso, estes compostos podem causar
toxicidade sisttmica com serios efeitos colaterais, sendo a hipersensibilidade (rash, febre,
edema generalizado, linfoadenopatia, dores articulares e musculares), depressdao da medula
6ssea (neutropenia, agranulocitose e parpura trombocitopénica) e polineuropatia periférica os
mais importantes (DUSCHAK e COUTO, 2007; RASSI JUNIOR et al., 2009). Devido a estes
efeitos adversos, muitos pacientes acabam abandonando o tratamento (SILVA JUNIOR et al.,
2008). Essas limitacOes destacam a urgéncia de obtencdo de novos compostos, sejam eles
naturais ou sintéticos, como quimioterapicos contra a doenca de Chagas.

A pesquisa por novas drogas pode ser realizada através de ensaios tripanocidas de
produtos naturais, semissintéticos e sintéticos, compostos com similaridade quimica a um
farmaco com atividade ja estudada, farmaco com eficacia ja reconhecida para outras doencas
ou por meio de alvos ou rotas metabdlicas especificas do parasito (COURA e CASTRO,
2002, SOEIRO e CASTRO, 2009).

Nos ultimos anos, o interesse pela busca de novos compostos ativos menos tdxicos e
mais eficazes para o tratamento de portadores da doenca de Chagas tem aumentado. Diversos
produtos naturais, semissintéticos e sintéticos tém mostrado atividade tripanocida. Exemplos
disto incluem Oleos essenciais obtidos de Syzygium aromaticum, Achillea millefolium e
Ocimum basilicum (SANTORO et al., 2007), eupomatendide-5 (LAZARIN-BIDOIA et al.,
2013), p-lapachonas semissintéticas (MENNA-BARRETO et al., 2005), L-leucina-metil ester
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(ADADE et al.,, 2007) e quinoxalina (RODRIGUES et al., 2014). Entretanto, apesar dos
esforcos ja realizados, estas substdncias ainda estdo longe de se tornarem um farmaco
(MAYA et al., 2007). Exemplos disso podem ser encontrados em uma revisdo, onde mais de

134 compostos ja foram testados na ultima década contra T. cruzi (IZUMI et al., 2011).

2.3 Dibenzilidenoacetonas

Dibenzilidenoacetona (DBA) é uma classe de compostos que contém uma dienona
aciclica ligada a grupos arilo em ambas as [3-posi¢des. Exibe estrutura similar as chalconas e
curcuminoides, que sdo importantes compostos naturais bioativos encontrados em diversas
espécies de plantas (ANTO et al., 1995; CABRERA et al., 2007; LAHTCHEYV et al., 2008;
MAYDTY et al., 2013). Alguns estudos tém demonstrado as propriedades terapéuticas de
DBAs, incluindo antiplasmodial (AHER et al., 2011) e anticancer (BHANDARKAR et al.,
2008; PRASAD et al., 2011; YU et al., 2013; LEE et al., 2014) através de mecanismos de
aumento de EROs e inducdo da morte celular por apoptose.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa avaliou a eficacia de uma série de DBAs
contra formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e 0s resultados mostraram-se interessantes (Tabela 1). As
substancias A3K2Al1 e A3K2A3 foram as mais ativas contra T. cruzi (Fig. 1).
Adicionalmente, A3K2A1 e A3K2A3 provaram serem mais seletivas ao parasito do que as
celulas de mamiferos (UD DIN et al., 2014).

A3K2A1 e A3BK2A3 apresentam em sua estrutura quimica um ou mais grupos nitros
ligados diretamente a um anel aromatico, sendo considerados nitrocompostos. Uma pesquisa
demonstrou que enzimas nitroredutases, presentes em L. donovani, mas ausentes em células
de mamiferos, podem ativar substancias que contém grupos nitro em uma forma mais ativa
(SUSAN et al., 2012). De fato, a literatura descreve que a bioatividade de nitrocompostos
esta relacionada com a reducdo do grupo nitro para gerar espécies reativas (PATTERSON;
WYLLIE, 2014).
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Epi . . . . Células Macrégafos
pimastigota  Tripomastigota  Promastigota LLCMK MI774A1
2
Compostos ICSO (HM) ICSO (HM) ICSO (HM) CC50 (HM) CCSO (HM)
Média£DP ~ Media£DP  pgedia+tDP  Média+DP  Média+ DP
la (A1K2) > 100 >100 >100 687,5+17,68 742,5+81,32
1b (A2K2) > 100 >100 >100 280,0£28,28 240,0+ 14,14
1c (A3K2) 82,2+7,42 >100 >100 266,0 + 12,73 70,5+ 16,26
1d (A4K2) > 100 >100 >100 150,0 + 0,00 160,0 + 14,14
2a (A1K2A1) 159+1,34 71,7+ 2,33 15,3+0,35 33,6 +5,28 345+7,78
2b (A1K2A2) 14,3+ 5,13 >100 20,4 + 3,32 93,0 £9,90 51,0+£11,31
2¢ (A1K2A3) 16,9+ 0,00 65,0 £ 7,07 11,6 £1,70 43,3 +4,16 260+141
2d (A1K2A4) 13,3+ 2,90 >100 20,0 £2,83 53,0+ 4,24 20,2 £ 3,96
2e (A2K2A1) 16,7 +1,41 73,3 +£4,67 22,3+1,77 44,0 + 0,00 54,0 + 8,49
2f (A2K2A2) 23,6 +2,33 >100 21,8+0,28 75,0+ 7,07 341+1,75
29 (A2K2A3) 25,2 +4,60 >100 14,8+ 1,77 20,1 +6,80 30,0 + 6,56
2h (A2K2A4) 21,3+0,00 >100 18,0 £ 0,00 411,0 £ 55,15 36,2 +£4,35
2i (A3K2A1) 3,5+0,35 17,5+ 2,05 13,4+ 1,98 264,3 + 3,25 47,3+4,16
2] (A3K2A2) 10,0 £ 0,00 73,3 +0,00 155+1,70 172,1 £ 15,77 36,6 £1,15
2k (A3K2A3) 1,8+0,21 15,4 £ 4,10 3,4 +0,07 325+1,20 43,0 + 4,24
21 (A3K2A4) 14,0 £ 0,00 >100 12,0+£0,71 25,9+ 9,50 24,7+ 252
2m (A4K2A1) 24,1 +2,62 78,3 +2,40 215+0,71 191,0+ 12,73 28,5+0,71
2n (A4K2A2) >100 >100 20,1 +1,48 285,1+81,81 34,3 +5,13
20 (A4K2A3) >100 >100 >100 167,0 + 8,49 966,6 + 57,74
2p (A4K2A4) 251+1,27 >100 205+2,12 314,3 £ 0,00 10,0 £ 0,00
Benznidazol 6,5+0,7 34576 614,7 + 115,2
Anfotericina B 0,06 £ 0,00 3,7+0,31

Fonte: Modificado de UD Din et al., 2014

A

(8] O
-O"N+ D‘N*

O

&)

O

N

8]

Figura 1 — Estruturas quimicas das dibenzilidenoacetonas (1E,4E)-2-metil-1-(4-nitrofenil)-5-
fenilpenta-1,4-dien-3-ona (A) e (1E,4E)-2-metil-1,5-bis(4-nitrofenil)penta-1,4-dien-3-ona

(B).

2.4 Potenciais alvos da atividade tripanocida de farmacos
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Apesar do aumento de pesquisas envolvendo a busca de novos compostos
tripanocidas, a maioria destes acaba sendo inadequado devido & alta toxicidade as células
hospedeiras. Assim, para o desenvolvimento de novos quimioterapicos mais eficientes e
seletivos para o parasito, a selecdo do alvo terapéutico é de suma importancia, pois favorece a
busca racional por compostos que induzem uma resposta terapéutica especifica contra T.
cruzi. Diante disso, varios processos bioquimicos presentes em T. cruzi, mas ausentes nos
hospedeiros mamiferos, tém sido apontados como alvos terapéuticos potenciais (BARRET et
al., 2003; CROFT et al., 2005; MELOS e ECHEVARRIA, 2012).

Tripanossomatideos, apesar de serem eucariotos, sintetizam ergosterol, mas néo
colesterol, como componente essencial das membranas celulares. Portanto, etapas das
biossintese de esterdis distintas em relacdo a sintese realizada pelas células hospedeiras, séo
intensamente estudadas como alvo quimioterdpico. Dentre elas, destacam-se as enzimas
hidroximetilglutaril-coenzima A redutase, esqualeno epoxidase, C14a-esterol desmetilase e
esterol 24-C-metiltransferase (MELOS e ECHEVARRIA, 2012).

Em substituicdo as enzimas glutationa redutase (GR) e tioredoxina redutase (TrxR),
presentes em muitos organismos eucariotos, 0s tripanossomatideos possuem um sistema
antioxidante baseado em tripanotiona T(SH),, responsavel pela detoxificacdo de
hidroperoxidos (ARIYANAYAGAM e FAIRLAMB, 2001; TURRENS, 2004), sendo um
alvo atrativo para o desenvolvimento de novas a¢oes terapéuticas (DOCAMPO e MORENO,
1990; WILKINSON et al., 2002).

Em T. cruzi, as proteases, enzimas responsaveis pela quebra de ligacbes peptidicas
entre aminoacidos de proteinas e peptideos, apresentam diversas funcGes, que envolvem desde
a invasao celular até o escape do parasito do sistema imune do hospedeiro (DIAS et al., 2009).
Assim, algumas proteases tém sido apontadas como possiveis alvos para o desenvolvimento
de novos farmacos, tais como, cisteina proteases, serina proteases, metaloproteinas e treonina
proteases (SAJID e MCKERROW, 2002; SOEIRO e CASTRO, 2009).

Tripomastigotas de T. cruzi sdo altamente dependentes da via glicolitica para a
producdo de ATP. Assim, essa alta dependéncia da glicolise como fonte de energia torna as
enzimas glicoliticas alvos biologicos atrativos. Dentre elas, destacam-se a gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, a hexoquinase e a fosfofrutoquinase (URBINA e CRESPO, 1984,
SOUZA et al., 1998; SANZ-RODRIGUEZ et al., 2007; DIAS et al., 2009).

Outro alvo é a enzima trans-sialidase, uma glicoproteina de superficie de T. cruzi. Esta

enzima é responsavel pela transferéncia do acido sialico para moléculas de mucina, dando


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299704000226

29

origem a ligagdes a-2,3 com moléculas de B-galactose aceptoras na superficie do parasito
(LEGUIZAMON et al., 1994). Além disto, uma vez que T. cruzi ¢ deficiente na biossintese de
purinas, outro alvo valido € a enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil transferase (HGPRT)
(SOBRINHO et al., 2007).

Por fim, um importante alvo para o desenvolvimento de novos farmacos tripanocidas é
a mitocondria, visto ser uUnica em T. cruzi. Diversos alvos nesta organela j& foram
identificados, incluindo KDNA e topoisomerases, cadeia transportadora de elétrons e sintese
de &cidos graxos (WORTHEN et al., 2010; FIDALGO e GILLE, 2011).

2.5 Mitocondria e o estresse oxidativo em Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi bem como todos os outros membros da familia Trypanosomatidae
exibem uma Unica mitocondria que se ramifica por todo o corpo do parasito (PAULIN et al.,
1975). E uma organela bem desenvolvida, que apresenta um grande nGmero de cristas
mitocondriais em todas as formas evolutivas de T. cruzi. Além disso, a mitocondria dos
tripanossomatideos possui uma estrutura intramitocondrial denominada cinetoplasto,
localizada abaixo do corpusculo basal, onde h& grande quantidade de DNA organizado na
forma de minicirculos, e compreende cerca de 30% do DNA total da célula (DE SOUZA,
2000). O volume mitocondrial abrange aproximadamente cerca de 12% da célula, o que
dificulta evitar alteracbes desta organela durante a ruptura dos parasitos. Por isso, a
complexidade ultraestrutural e algumas propriedades basicas dos processos bioenergéticos
gue acontecem na mitocondria ndo sdo totalmente conhecidas. Assim, as funcdes
mitocondriais destes protozoarios tém sido determinadas em células permeabilizadas com
digitonina (VERCESI et al., 1991).

A mitocondria representa o principal local de producdo de EROs em condicdes
fisioldgicas, visto que diferentes componentes da cadeia respiratria podem converter o
oxigénio a radicais O, quando reduzidos (CHANCE et al., 1979; SIPOS et al., 2003). Os
principais geradores de EROs da cadeia respiratdria sdo os complexos | e 11l (TURRENS e
BOVERIS, 1980; TURRENS, 2003). O radical superoxido pode ser rapidamente dismutado a
H,O, pelas superdxido dismutases (SOD), e este, na presenca de Fe?*, gera o radical hidroxil
(HO)).
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Para evitar o dano celular causado por EROs, a mitocondria possui sistemas de defesa
antioxidantes que eliminam estes radicais por reducéo para agua ou alcodis (PINEYRO et al.,
2005). Em T. cruzi, o sistema antioxidante compreende uma série complexa de enzimas que
exibem relevante funcdo na detoxificacdo de hidroperoxidos. Seu metabolismo redox
depende, especialmente, do sistema tripanotiona (IRIGOIN et al., 2008). A tripanotiona
consiste de duas moléculas de glutationa (GSH) ligadas covalentemente por uma unidade de
espermidina e € mantida em sua forma reduzida pela enzima tripanotiona redutase (TR). Esta
enzima exerce um papel central na protecdo contra EROs e espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) mediante a reciclagem de tripanotiona oxidada (DUMAS et al., 1997; TOVAR et al.,
1998; ROMAO et al., 2006). Quando ha uma situacao de estresse oxidativo, onde a producio
de EROS/ERNSs € excessiva, ocorre a oxidacdo de macromoléculas, principalmente lipidios,
proteinas e DNA, podendo desencadear a morte celular (KIRKINEZOS e MORAES, 2001).

2.6 Tipos de morte celular

Os tipos de morte celular podem ser classificados de acordo com 0s aspectos
funcionais (patoldgica, fisiol6gica, programada ou acidental), critérios enzimaticos (com
envolvimento ou ndo de nucleases ou proteases), alteracdes morfoldgicas ou caracteristicas
imunoldgicas (imunogénica ou ndo imunogénica). Dentre os tipos de morte celular destacam-
se a apoptose, a necrose e a morte autofagica (KROEMER et al., 2009).

A apoptose é um tipo de morte celular programada desencadeada por fatores
imunoldgicos, externos, toxicos, infecciosos ou, ainda, pela propria necessidade de controle
de crescimento e substituicdo celular (ANDRADE, 2003). Caracteriza-se por diversas
alteracbes morfologicas e biogquimicas, incluindo arredondamento da célula, reducdo do
volume celular, condensacdo da cromatina, fragmentacéo internucleossémica do DNA, pouca
ou nenhuma alteracdo ultraestrutural nas organelas, prolongamentos (blebs) na membrana
celular, formacdo de corpos apoptoticos, externalizagdo da fosfatidilserina e perda do
potencial de membrana mitocondrial (A¥m) (JIMENEZ et al., 2008; KROEMER et al., 2009;
DE SOUZA et al., 2010; HORIKAWA e PENA, 2011). Estas alteraces, independente do
estimulo, sdo decorrentes da ativacdo de caspases que apresentam importancia fundamental
no processo de apoptose (PEREIRA, 2006).
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Outro tipo de morte celular, a necrose, tem como 0s principais contribuintes da sua
propagacgdo e execucdo o aumento de célcio e de EROs, que direta ou indiretamente causam
diversos danos aos constituintes celulares, resultando em ruptura de organelas e afetando a
integridade celular. Caracteriza-se pelo aumento do volume celular, agregacdo da cromatina,
desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmaética e ruptura da
célula (RODRIGUES et al., 2006; KROEMER et al., 2009; JIMENEZ-RUIZ et al., 2010;
HORIKAWA e PENA, 2011). Estas alteracdes sdo decorrentes das alteracdes lisossomais,
que perdem a capacidade de conter as hidrolases (proteases, lipases, glicosidases, nucleases)
no seu interior. Estas enzimas livres no citosol sdo ativadas e iniciam o processo de autdlise,
degradando praticamente todos os substratos celulares (PEREIRA, 2006). Durante 0 processo
necrotico ocorre liberacdo do contetido celular com consequentes danos as células vizinhas e
reacao inflamatoria local (ZIEGLER e GROSCURTH, 2004; FESTJENS et al., 2006).

A morte autofidgica € um processo celular catabolico que objetiva eliminar
componentes citoplasmasticos em condi¢des de estresse (GLICK et al., 2010). Envolve o
sistema autofagossomal-lisossomal. Autofagossomos, ou vacuolo autofagico, sdo vesiculas de
dupla membrana responsaveis pelo englobamento de constituintes citoplasmaticos durante o
turnover de organelas. A autofagia, ao contrario da apoptose e da necrose que Sa0 processos
tipicos de morte celular, é geralmente considerada um processo que promove a sobrevivéncia
da célula através da degradacdo e remodelacdo celular. Porém, em situacGes na qual a
degradacdo dos componentes citoplasmaticos é continua, a autofagia pode resultar em morte
celular (KROEMER et al., 2009; BRENNAND et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o0 mecanismo de acéo in vitro e os efeitos bioldgicos in vivo induzidos pelas

dibenzilidenoacetonas A3K2A1 e A3K2A3 em Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar in vitro o efeito de A3K2A1 e A3K2A3 sobre:
- a producdo de O, mitocondrial;
- a producédo de EROs totais;
- a producdo de éxido nitrico;
-0 A¥Ym;
- 0S niveis de tiois reduzidos;
- a peroxidacao lipidica;
- a integridade da membrana celular;
- a formacdo de corpos lipidicos;
- a exposicdo de fosfatidilserina;
- o ciclo celular;
- 0 volume celular;
- a formacdo de vacutolos autofagicos.

Avaliar in vivo o efeito de A3K2A1l e A3K2A3 sobre a parasitemia e a taxa de

sobrevivéncia em modelo murino da infec¢do aguda da doenca de Chagas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Equipamentos e material permanente

Aparelho medidor de pH (Digimed®); autoclave vertical (Prismatec); balanca analitica
(Mettler Toledo®); banho Maria (HydroSan); centrifuga de eppendorf modelo mikro 200
(Hettich); centrifuga modelo rotosix 32 A (Hettich); citometro de fluxo (Becton-Dickinson®)
com Software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, E.U.A));
espectrofluorimetro VICTOR™ X3 (PerkinElmer®); espectrofotometro (Bio-Tek®); estufa
com 5% de CO, a 37 °C (Sanyo); fluxo laminar (VECO); leitor de ELISA Power Wave XS
(Bio-Tek®); microscépio de fluorescéncia BX51 (Olympus®) com Camera UC30
(Olympus®); microscépio invertidlo CKX41 (Olympus); microscopio 6ptico CX31
(Olympus); sonicador (Branson).

4.2 Substancias quimicas

Actinomicina D, antimicina A (AA), soro albumina bovina, carbonil cianeto 3-
clorofenilhidrazona (CCCP), digitonina, dimetilsulféxido (DMSO), difenil-1-pirenilfosfina
(DPPP), acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB), 2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato
(H,DCFDA), peréxido de hidrogénio (H.O_), monodancil cadaverina (MDC), vermelho do
Nilo, penicilina, rodamina 123 (Rh123), &cido tiobarbitdrico e wortmanina foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) e soro
fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Invitrogen (Grand Island, NY, USA). Annexina-V
FITC, 4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM diacetato),
indicador de superoxido mitocondrial [3,8-fenantridina diamina, 5-(6-trifenil fosfonio hexil)-
5,6-diidro-6-fenil] (MitoSOX), iodeto de propidio (IP) e RNAse foram adquiridos da
Invitrogen (Eugene, OR, USA). Estreptomicina foi adquirida da Gibco BRL - Life
Technologies (Grand Island, NY, USA). O kit de dosagem de proteina foi adquirido da Bio-
Rad (Hercules, CA, USA). Todos os outros reagentes sao de grau analitico.

4.3 Meio de Cultura
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4.3.1 Meio Liver Infusion Tryptose (LIT)

Para a preparacdo do meio Liver Infusion Tryptose (LIT), 4,00 g de NaCl, 0,4 g de
KCI, 20,1 g de Na,HPO,.7H,0, 2,20 g de glicose, 5,0 g de triptose, 5,0 g de infusdo de
figado, 15,0 g de extrato de levedura, 25,0 mg de hemina, 10,0 mg de acido félico foram
dissolvidos em 1000 ml de agua destilada. Apds dissolucao dos constituintes do meio o pH foi

ajustado para 7,4 e esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min (NEVES, 2005).

4.3.2 Meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM)

Para preparacdo do meio Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM), 3,4 g/l do meio foram
dissolvidos em agua destilada na temperatura de 15 a 30 °C. Em seguida, foram adicionados
3,7 g/l de NaHCO3 e 0,29 g/l de L-glutamina e agitado. O pH foi ajustado para 7,2 e
imediatamente apds, o meio foi esterilizado por filtracdo utilizando membrana com

porosidade de 0,22 um.

4.4 Parasitos

Neste estudo foram utilizadas as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota de
Trypanosoma cruzi cepa Y (PEREIRA DA SILVA; NUSSENZWEIG, 1953).

Formas epimastigotas foram mantidas a 28 °C por transferéncias semanais em meio
LIT (Liver Infusion Tryptose) (CAMARGO, 1964), suplementado com 10% de SFB (soro
fetal bovino).

Formas tripomastigotas e amastigotas foram mantidas através da infeccdo de células
de linhagem continua LLCMK; (células epiteliais de rim de Macaca mulata, CCL-7;
American Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA), em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle) suplementado com 2 mM de L-glutamine, 10% de SFB, 5000 U/ml de
penicilina e 5 mg/ml de estreptomicina, a 37 °C e 5% de CO; na razdo de 10 tripomastigotas
por célula contadas em camara de Newbauer (VALDEZ et al., 2009; VEIGA-SANTOS et al.,
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2010). Os parasitos foram separados por centrifugacdo diferencial de 850 x g por 5 min.

Tripomastigotas foram recolhidas do sobrenadante e amastigotas foram coletadas do pellet.

4.5 Cultura de células

Células de linhagem continua LLCMK; foram cultivadas em garrafas plésticas com
tampa de rosca e dispositivo de entrada de CO, (TPP®), em meio DMEM suplementado com
10% de SFB, 5000 U/ml de penicilina e 5 mg/ml de estreptomicin a 37 °C em estufa com
tensdo de 5% de CO,. A observacdo da cultura celular foi realizada diariamente em
microscopio invertido, e o meio foi trocado quando observado pH éacido. Apds a formagédo da
monocamada celular, a fim de promover a manutencdo das células de linhagem continua, as
células foram tripsinizadas por 1 min, ressuspensas em meio DMEM contendo 10% de SFB e

transferidas para novas garrafas.

4.6 Animais

Camundongos BALB/c machos (isogénicos) com idade entre 4 e 6 semanas (20-25 g)
foram obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Foram ambientados
no biotério do Laboratério de Inovacdo Tecnoldgica no Desenvolvimento de Farmacos e
Cosméticos da Universidade Estadual de Maringd por sete dias antes de serem
experimentalmente infectados. Foram colocados em cada gaiola 5 camundongos. A
temperatura foi mantida entre 18 a 22 °C e a umidade entre 45 a 55%, em ciclo claro/escuro
de 12 h. Os animais foram alimentados com ragdo e agua. Este projeto foi devidamente
submetido & aprovacdo pelo Comité de Conduta Etica no uso de Animais em
Experimentagdes (CEAE) da Universidade Estadual de Maringad para realizacdo dos
experimentos in vivo (n°. 029/2014).

4.7 Compostos
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Os compostos (1E,4E)-2-metil-1-(4-nitrofenil)-5-fenilpenta-1,4-dien-3-ona (A3K2A1)
e (1E,4E)-2-metil-1,5-bis(4-nitrofenil)penta-1,4-dien-3-ona (A3K2A3) foram sintetizados
pela equipe do Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos.

As solucdes estoques de A3K2A1 e A3K2A3 foram preparadas assepticamente em
DMSO e diluidos em meio de cultura de modo a que a concentracdo de DMSO néo excedesse
a 1% nos ensaios.

As concentracfes de A3SK2A1 e A3K2A3 que foram utilizadas em todos os ensaios
foram baseadas nas concentragcbes que inibiram 50% e 90% dos parasitos. Formas
epimastigotas (1x10° céls/ml) foram tratadas a 28 °C com ICsy (ICsoaskoas: 3,5 HM:;
ICs0a3kzaz: 1,8 UM) e ICg (ICgoaskoat: 9,0 UM; 1Cgoaskz2a3: 7,5 UM). Formas amastigotas
(1x107 céls/ml) foram tratadas a 37 °C com 0 I1Csq (ICspaskza1: 3,9 UM; I1Csoaskoas: 1,2 uM) e
ICo0 (ICo0ask2at: 32,9 UM; ICgoazkzas: 29,5 UM). Formas tripomastigotas (1x107 céls/ml)
foram tratadas a 37 °C com concentracfes que foram efetivas contra 50% (ECsoaskoa1: 17,5
UM; ECsoaskzas: 15,4 UM) e 90% (ECgoazkear: 27,8 UM; ECgoaskeas: 27,6 UM) da viabilidade

do parasito.

4.8 Deteccao fluorimétrica de anions superoxido (O,™) mitocondrial

Formas parasitarias de T. cruzi foram colhidas e lavadas com tampdo KH (Krebs—
Henseleit) (pH 7,3), contendo 15 mM NaHCOsz;, 5 mM KCI, 120 mM NaCl, 0,7 mM
Na,HPO, e 1,5 mM NaH,PO,. Em seguida, foi adicionado as células 2,0 ml do reagente
MitoSOX 5 puM. Os parasitos foram incubados durante 10 min a temperatura ambiente,
protegidos da luz. O MitoSOX é um corante altamente seletivo para a deteccdo de O,
mitocondrial. Uma vez dentro da mitocondria, o corante é oxidado pelo superoxido e o
produto da oxidagdo torna-se altamente fluorescente ao ligar-se aos &cidos nucléicos. Apds o
periodo de incubagdo, os parasitos foram lavados trés vezes com o mesmo tampé&o e tratados
com A3K2A1 ou A3K2A3 por até 24 h. Como controle positivo foi utilizado AA 10 uM. A
fluorescéncia foi medida nos comprimentos de onda de excitagdo e de emissao de 510 e 580

nm, respectivamente, em espectrofluorimetro (PIACENZA et al., 2007).
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4.9 Deteccao fluorimétrica de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Formas parasitarias de T. cruzi tratadas com A3K2Al ou A3K2A3 por 24 h foram
incubadas com 10 uM de H,DCFDA por 45 min, protegidos da luz. O H,DCFDA é um
marcador ndo fluorescente que sofre clivagem dos grupos acetatos por esterases
intracelulares, sendo oxidado e convertido em diclorofluoresceina (DCF) que é altamente
fluorescente na presenca de EROs. Como controle positivo foi utilizado H,O, 20 mM. A
fluorescéncia foi medida nos comprimentos de onda de excitagcdo e de emissao de 488 e 530

nm, respectivamente, em espectrofluorimetro (SHUKLA et al., 2012).

4.10 Deteccédo fluorimétrica de 6xido nitrico

Formas parasitarias de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h foram
incubadas com 1 uM de DAF-FM diacetato por 30 min, protegidos da luz. Apos a incubacao,
os parasitos foram lavados, ressuspensos em PBS e incubados por mais 15 min. DAF-FM
diacetato € um reagente ndo fluorescente que é desacetilado por esterases intracelulares e
emite fluorescéncia quando reage com Oxido nitrico. A fluorescéncia foi medida nos
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 495 e 515 nm, respectivamente, em

espectrofluorimetro.

4.11 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Formas parasitarias de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h foram
incubadas com 5 pg/ml de Rh123 por 15 min a 37 °C, a fim de verificar o AYm. A Rh123 ¢
sequestrada pela mitocéndria integra, desse modo, células com potencial mitocondrial
inalterado captam a Rh123 e emitem alta fluorescéncia. Ao contrario, alteragdes no A¥m
levam ao efluxo da Rh123 de dentro da mitocondria, gerando eventos com baixa
fluorescéncia. Assim, ap0s o periodo de incubacéo inicial com Rh123, os parasitos foram
lavados e ressuspendidos em PBS para analise em citdmetro de fluxo FACSCalibur equipado
com o software CellQuest. Um total de 10.000 eventos foi adquirido na regido previamente

estabelecida com o parasito. Alteragdes na fluorescéncia de Rh123 foram quantificadas
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através de um indice de variacdo (IV) obtido pela equagdo (MT - MC)/MC, onde MT é a
mediana de fluorescéncia para parasitos tratados e MC para o controle de parasitos. Os
valores negativos de IV correspondem a despolarizacdo da membrana mitocondrial
(MENNA-BARRETO et al., 2009). CCCP 100 uM foi utilizado como controle positivo.

4.12 Avaliacdo dos niveis de tiois reduzidos

No sistema tripanotiona, tripanotiona é reduzida a um ditiol T(SH), pela enzima TR. A
inibicdo da TR diminui os niveis de tidis reduzidos (SHUKLA et al., 2012). Os niveis de tidis
reduzidos foram avaliados usando DTNB, um marcador que em contato com tiois reduzidos
forma um cromdgeno de cor amarela que pode ser detectado em espectrofotémetro. Para isso,
formas parasitérias de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 3, 24 e 48 h foram
centrifugadas, ressuspensas em 10 mM de tampdo Tris-HCI (pH 2,5) e sonicadas. O pH &cido
foi usado durante a sonicacdo para prevenir a oxidacdo dos grupos tidis livres. Os restos
celulares foram removidos por centrifugacdo e 100 ul do sobrenadante e 100 pl de tampéo
fosfato 500 mM (pH 7,5) foram adicionados em placa de 96 pocos, seguido da adi¢do de 20
pl de DTNB 1 mM. A absorbancia foi medida a 412 nm.

4.13 Ensaio de lipoperoxidacao

A extensdo da peroxidacao lipidica foi determinada como quantidade de substancia
reativa ao acido tiobarbitdrico (TBARS) em termos de malondialdeido (MDA) e através do
marcador DPPP.

Para 0 ensaio de MDA, formas parasitarias de T. cruzi tratadas com A3K2ALl ou
A3K2A3 por 24 h foram lisadas por congelamento e aquecimento das amostras. A
concentra¢do de proteina foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976),
utilizando uma curva de calibragcdo com soro albumina bovina. A peroxidagéo lipidica foi
determinada como a quantidade de TBARS em termos MDA. Para isto, 0,2-0,5 mg de
proteina por amostra foram aquecidas em uma solugdo contendo, 0,37% de &cido

tiobarbitrico, 15% de acido tricloroacético e HCI 0,25 N a 95 °C, por 45 min. Apo6s o
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resfriamento, a absorbancia foi determinada em leitor de ELISA em 532 nm e a concentracao
de TBARS calculada baseada no valor € de 153 000 M™* cm™ (POMPELLA et al., 1987).

Para o ensaio de DPPP, formas parasitarias de T. cruzi foram tratadas com as mesmas
concentracdes e nas mesmas condi¢des descritas acima. Apos, 0s parasitos foram incubados
com 50 uM de DPPP durante 15 min a temperatura ambiente. DPPP é essencialmente ndo
fluorescente até ser oxidado a um ¢xido de fosfina (DPPP-O) por perdxidos (OKIMOTO et
al., 2000). H,O, 20 mM foi utilizado como controle positivo. A fluorescéncia foi medida nos
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 355 e 460 nm, respectivamente, em

espectrofluorimetro.

4.14 Avaliacdo da integridade da membrana celular

Formas parasitérias de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h foram
incubadas com 0,2 pug/ml de IP por 10 min em temperatura ambiente. Células com membrana
integra captam pouco IP, apresentando baixa fluorescéncia, porém, células cuja membrana
esteja alterada permitirdo entrada de IP, que se ligara ao DNA, emitindo alta fluorescéncia. A
aquisicdo de dados e andlise foram realizadas imediatamente apds a marcagdo em um
citbmetro de fluxo FACSCalibur equipado com o software CellQuest. Um total de 10.000
eventos foi adquirido na regido previamente estabelecida com o parasito. Alteragdes na
fluorescéncia do IP foram quantificadas como percentual de células alteradas para membrana
plasmatica (MENNA-BARRETO et al., 2009). Digitonina 40 uM foi utilizada como controle

positivo.

4.15 Avaliacéo de corpos lipidicos

Formas parasitarias de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h foram
incubadas com 10 pg/ml de vermelho do Nilo por 30 min em temperatura ambiente.
Vermelho do Nilo é um marcador fluorescente que se acumula em corpos lipidicos. O
acumulo de corpos lipidicos nos parasitos foi observado em microscépio de fluorescéncia e as

imagens capturadas em uma camera UC30 (STEFANELLO et al., 2014). Adicionalmente, a
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fluorescéncia foi medida nos comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 485 e 535

nm, respectivamente, em espectrofluorimetro.

4.16 Deteccéo da exposicao de fosfatidilserina

A exposicdo de fosfatidilserina foi detectada utilizando o marcador Annexina-V FITC,
uma proteina de ligacdo para fosfolipidios dependentes de célcio. Para isso, formas
parasitarias de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h foram incubadas lavadas
e ressuspensas em 100 pl de tampéo de ligacdo (140 mM de NaCl, 5 mM de CaCl,, 10 mM de
HEPES-Na, pH 7,4), seqguido da adicdo de 5 ul de Annexina-V FITC por 15 min em
temperatura ambiente. Ap6s, 400 ul de tampédo de ligacdo e 50 pl de IP foram adicionados.
AA 125 puM foi utilizada como controle positivo. A aquisicdo de dados e andlise foram
realizadas imediatamente ap6s a marcacdo em um citémetro de fluxo FACSCalibur equipado
com o software CellQuest. Um total de 10.000 eventos foi adquirido na regido previamente
estabelecida com o parasito. Parasitos marcados com Annexina-V FITC (IP positivo ou
negativo) foram consideradas apoptoéticas, e parasitos que foram apenas IP positivo foram
consideradas necroticas (JIMENEZ et al., 2008).

4.17 Andlise do ciclo celular

Epimastigotas de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h foram fixadas
em metanol/PBS 70% (v/v) a 4 °C durante 1 h. Apds, os parasitos foram lavados e incubados
em PBS suplementado com 10 pg/ml de IP e 20 pg/ml de RNAse a 37° C durante 45 min. A
aquisicdo de dados e andlise foram realizadas imediatamente ap6s a marcacdo em um
citbmetro de fluxo FACSCalibur equipado com o software CellQuest. Um total de 10.000
eventos foi adquirido na regido previamente estabelecida com o parasito. A porcentagem de
celulas em cada estégio do ciclo celular foi determinada (FERREIRA et al., 2011).

4.18 Determinacao do volume celular
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Formas parasitérias de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h foram
lavadas duas vezes em PBS, e ressuspensas no mesmo tampéo. Em seguida, o volume celular
foi analisado por citdmetro de fluxo FACSCalibur. Gréaficos da densidade (FSC-H) versus a
dispersdo (Counts) representam a aquisicdo de 10.000 eventos. Histogramas e analises foram
realizados utilizando o software CellQuest (JIMENEZ et al., 2008). Foi utilizado como
controle positivo 20 mM de Actinomicina D.

4.19 Avaliagdo de vacuolos autofagicos

Formas parasitarias de T. cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h foram
incubadas com 0,05 mM de MDC em PBS por 10 min. MDC é um marcador fluorescente que
se acumula dentro de vacuolos autofagicos. Ap6s, as células foram lavadas duas vezes com
PBS. (MUNAFO e COLOMBO, 2001; BIEDERBICK et al., 1995). Como controle de
autofagia, as células foram pré-tratadas com 0,5 uM de wortmanina, um potente inibidor da
fosfatidilinositol 3-kinase (P13-quinase), uma enzima que estd envolvida na regulacdo da
autofagia (BLOMMAART et al., 1997). O acimulo de vacuolos autofagicos nos parasitos foi
observado em microscopio de fluorescéncia e as imagens capturadas em uma camera UC30 e

a intensidade de fluorescéncia foi avaliada por ImageJ 1.440. (JIMENEZ et al., 2008).

4.20 Avaliacao in vivo em modelo murino da infec¢édo aguda da doenca de Chagas

Camundongos BALB/c machos foram infectados com inéculo padrdo de 10
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi (PEREIRA DA SILVA; NUSSENZWEIG,
1953) por via intraperitoneal. O tratamento foi iniciado 24 h apds infecgdo, sendo realizado
por um periodo de 20 dias. A administracdo de A3K2Al e A3K2A3 e do farmaco
benznidazol foi realizada por via oral em diferentes concentragdes. Os animais foram
divididos nos seguintes grupos (5 animais por grupo): (1) ndo infectado e tratado com o
solvente (6leo de milho) por via oral; (2) infectado e tratado com o solvente (6leo de milho)
por via oral; (3) infectado e tratado com benznidazol (5 mg/kg/dia) por via oral; (4) infectado
e tratado com benznidazol (100 mg/kg/dia) por via oral; (5) infectado e tratado com A3K2A1
(5 mg/kg/dia) por via oral; (6) infectado e tratado com A3K2A1 (100 mg/kg/dia) por via oral;
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(7) infectado e tratado com A3K2A1 (5 mg/kg/dia) + benznidazol (5 mg/kg/dia) por via oral,
(9) infectado e tratado com A3K2A3 (5 mg/kg/dia) por via oral; (9) infectado e tratado com
A3K2A3 (100 mg/kg/dia) por via oral; (10) infectado e tratado com A3K2A3 (5 mg/kg/dia) +
benznidazol (5 mg/kg/dia) por via oral. A parasitemia foi avaliada diariamente do 3° ao 21°
apos a infecgdo através da contagem em microscopio 6ptico com 5 pl de sangue coletado da
cauda dos animais (BRENER, 1962). Adicionalmente, a mortalidade foi verificada

diariamente até o 21° apos a infeccao e foi expressa em porcentagem de sobrevivéncia.

4.21 Andlise estatistica

Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes. As andlises estatisticas foram realizadas através do software Prism 5
(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Diferencas significativas entre os valores foram analisadas
pela andlise de variancia (ANOVA) one-way ou two-way, seguido pelo teste de comparagoes
maltiplas de Tukey ou Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 A3K2A1l e A3K2A3 aumentam a producdo de O, mitocondrial em Trypanosoma

cruzi

Inicialmente avaliamos a producdo de O,” em parasitos que tratados com A3K2A1 e
A3K2A3 usando o marcador fluorescente MitoSOX por fluorimetria. Um aumento
significativo tempo-dependente na producdo de O, foi observado em tripomastigotas e
amastigotas em todas as concentracdes de ambos os compostos quando comparado com o
grupo controle (Fig. 2). Para epimastigotas, 0 aumento na producdo de O, foi significativo
apos 5 h de tratamento quando comparado com o grupo controle. Este aumento foi mais
pronunciado em tripomastigotas (aproximadamente 120% para A3K2A1 e A3K2A3; Fig. 2A)
do que em amastigotas (aproximadamente 95% para A3K2A1l e A3K2AS3; Fig. 2B) e
epimastigotas (aproximadamente 50% para A3K2Al e A3K2AS3; Fig. 2C). O controle
positivo, AA, também induziu um aumento na producdo de O, de 97%, 84% e 48% em
tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas, respectivamente. Estes dados mostram que
A3K2A1 e A3K2A3 aumentaram a producédo de O, mitocondrial.



44

A Tripomastigotas
2000~
O Controke

_ 7.5 pM A3K2AI

W

.E IR . 278 M AZK2AL
E E 54 M ASK2AS
2t 00 276 M ATK2A3
Zz
%3

=

LIS
i
]
0 .

Tempo (h)

B A mastigotas
2000+

0 Controle

_ 39 uM AIK2AL

-

‘E 150H) = 329 ph ASKZAL
= £ ]2 M AIK2A3
==
E -E’Ir 1000 005 M ASKZAS
=
%3

=

B S004

=2

=
Tempa (h)
C Epimastigotas
20001~
O Controle

_ B 35 M A3IK2AL

3 15004 90 M AZK2ZA]
E-: s |5 M AIK2AS
2E 000 .75 M ATK2A3
= =
<=
<32

FRELE R

=

L]

0 3 i) 24
Tempo (h)

Figura 2. Determinagdo por fluorimetria de O, em formas parasitarias de Trypanosoma
cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por até 24 h com concentracdes que inibiram 50% e
90% dos parasitos usando o marcador fluorescente MitoSOX. (A) Tripomastigotas. (B)
Amastigotas. (C) Epimastigotas. Nos tempos indicados, parasitos foram utilizados para medir
fluorimetricamente MitoSOX oxidado (oxMitoSOX). Asteriscos indicam diferencas
significativas em relagdo ao grupo controle (parasitos ndo tratados; p < 0.05).
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5.2 A3K2A1 e A3K2A3 aumentam EROs totais em Trypanosoma cruzi

Espécies reativas de oxigénio sdo moléculas derivadas da redugdo incompleta de um
elétron do oxigénio molecular e, altas concentracbes podem induzir danos oxidativos
(CADENAS e DAVIES, 2000). Baseado no aumento da producdo de O,  mitocondrial
descrito acima, nos avaliamos EROs totais em parasitos tratados com A3K2A1 e A3K2A3
usando o marcador H,DCFDA por fluorimetria. Figura 3 mostra um aumento significativo de
EROs totais em todas as formas parasitarias tratadas com todas as concentracdes de ambos os
compostos apos 24 h de tratamento quando comparado com o grupo controle. A3K2A1 e
A3K2A3 causaram um efeito maior em formas tripomastigotas, com um aumento de EROs
totais de até 2,0 e 3,5 vezes, respectivamente (Fig. 3A). Para amastigotas, A3K2A1 e
A3K2A3 induziram um aumento de EROs totais de até 1,7 e 2,2 vezes, respectivamente (Fig.
3B). Para epimastigotas, A3K2A1 e A3K2A3 induziram um aumento de EROs totais de até
1,6 e 2,0 vezes, respectivamente (Fig. 3C). O controle positivo, H,0,, também induziu um
aumento de EROs totais de 1,7, 1,5 e 1,5 vezes em tripomastigotas, amastigotas e
epimastigotas, respectivamente. Portanto, A3SK2A1l e A3K2A3 aumentaram o metabolismo

oxidativo de T. cruzi.
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Figura 3. Determinagdo por fluorimetria de EROs totais em formas parasitarias de
Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2Al1l ou A3K2A3 por 24 h com concentragdes que
inibiram 50% e 90% dos parasitos usando o marcador ndo-fluorescente H,DCFDA. Parasitos
pré-marcados com H,DCFDA foram incubados com A3K2A1 ou A3K2A3 e a fluorescéncia
de DCF foi medida. (A) Tripomastigotas. (B) Amastigotas. (C) Epimastigotas. Asteriscos
indicam diferencgas significativas em relacdo ao grupo controle (parasitos ndo tratados; p <
0.05).
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5.3 A3K2A1 e A3K2A3 aumentam oOxido nitrico em Trypanosoma cruzi

O experimento anterior demonstrou que A3K2A1 e A3K2A3 aumentam EROs totais.
NOs entdo avaliamos se estes compostos também aumentam ERNSs. Para isso, avaliamos a
producdo de 6xido nitrico, um radical livre de curta duracdo que pode reagir com proteinas e
acidos nucléicos, usando o marcador fluorescente DAF-FM diacetato por fluorimetria (ALI et
al., 2012). Parasitos tratados com A3K2A1 e A3K2A3 exibiram um aumento significativo de
oxido nitrico ap6s 24 h de tratamento quando comparado com o grupo controle (Fig. 4). Este
aumento foi mais notavel para tripomastigotas (até 292% e 330% para A3K2A1 e A3K2A3,
respectivamente; Fig. 4A), seguido por amastigotas (até 163% e 258%; Fig. 4B) e
epimastigotas (até 90% e 237%; Fig. 4C). Estes dados demonstram que A3K2A1 e A3K2A3

alteram o equilibrio redox no parasito.
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Figura 4. Determinagdo por fluorimetria de 6xido nitrico em formas parasitarias de
Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1l ou A3K2A3 por 24 h com concentragcdes que
inibiram 50% e 90% dos parasitos usando o marcador DAF-FM diacetato. (A)
Tripomastigotas. (B) Amastigotas. (C) Epimastigotas. Asteriscos indicam diferencas
significativas em relagéo ao grupo controle (parasitos ndo tratados; p < 0.05).
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5.4 A3K2A1 e A3K2A3 induzem despolarizagdo mitocondrial de Trypanosoma cruzi

Aumentos de EROs/ERNs podem induzir alteracbes no A¥Ym. The A¥Ym é essencial
para a manutencao da cadeia respiratéria e, uma perda significante do A¥m torna as células
desprovidas de energia com subsequente morte (JOSHI; BAKOWSKA, 2011). Assim, nos
avaliamos o0 A¥Ym em parasitos que foram tratados com A3K2A1l e A3K2A3 usando o
marcador fluorescente Rh123 por citometria de fluxo. Os histogramas mostram uma reducéo
acentuada na intensidade de fluorescéncia total de Rh123 nas trés formas parasitarias apos 24
h de tratamento com A3K2A1l e A3K2A3, indicando despolarizagdo mitocondrial (Fig. 5,
Tabela 2). A perda do A¥Ym foi dose-dependente e significativamente diferente em todas as
concentracdes testadas de ambos 0s compostos quando comparado com o grupo controle. No
entanto, a perda do A¥Ym foi mais pronunciada em tripomastigotas e amastigotas, em que
reducdes no A¥Ym maiores que 80% foram observados em todas as concentragdes de ambos
0s compostos. O controle positivo, CCCP, induziu danos no A¥m de 89,7%, 74,4% e 90,5%
em tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas, respectivamente. Essas alteracbes no A¥m

afetaram a funcao mitocondrial e consequentemente a viabilidade celular.
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Figura 5. Determinacdo por citometria de fluxo do A¥Ym em formas parasitarias de
Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1l ou A3K2A3 por 24 h com concentracdes que
inibiram 50% e 90% dos parasitos usando o marcador Rh123. (A,D) Tripomastigotas. (B,E)
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Amastigotas. (C,F) Epimastigotas. Setas correspondem as concentracdes testadas. Grupo
controle (parasitos ndo tratados) também & mostrado. Asteriscos indicam diferengas
significativas em relacdo ao grupo controle (p < 0.05).

Tabela 2. Ensaio do potencial de membrana mitocondrial em formas parasitarias de Trypanosoma
cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h usando o marcador Rodamina 123.

Tripomastigotas Amastigotas Epimastigotas
UM Mediana  IV? UM Mediana  IV* uM Mediana  IV®
Controle 774,05 0,00 | Controle 1816,50 0,0 | Controle 2722,82 0,0

17,5 A3K2A1 136,39* -0,82 | 3,9 A3K2Al 359,70  -0,80 | 3,5 A3K2A1 894,25*  -0,67
27,8 ABK2A1  88,69* -0,89 | 32,9 A3K2A1l 258,49* -0,86 | 9,0 A3K2A1 797,16* -0,71
15,4 ABK2A3 129,44* -0,83 | 1,2 A3K2A3 272,02 -0,85 | 1,8 A3K2A3 762,66* -0,72
27,6 ASK2A3  57,49* -0,93 | 29,5 A3K2A3 172,74*  -0,90 | 7,5 ASK2A3 515,98* -0,81

IV? = (M1 — Mc)/Mc, onde M+ corresponde a mediana da fluorescéncia dos parasitos tratados e Mc dos
parasitos controle.

5.5 A3K2A1 e A3K2A3 diminuem os niveis de tidis reduzidos de Trypanosoma cruzi

Os resultados dos experimentos anteriores sugeriram que A3K2A1 e A3K2A3 podem
induzir um desequilibrio oxidativo em T. cruzi, atribuivel ao aumento de EROS/ERNS.
Estresse oxidativo é um resultado do aumento da formacao de radicais livres e/ou um defeito
nas defesas antioxidantes (BIRBEN et al., 2012). Assim, nosso proximo passo foi avaliar os
niveis de tidis reduzidos usando o marcador DTNB por espectrofotometria. Parasitos tratados
com A3K2A1 e A3K2A3 exibiram uma diminuicdo nos niveis de tidis reduzidos em todas as
concentragdes e tempos testados quando comparado com o grupo controle (Fig. 6), com uma
diminuicdo significativa somente apos 48 h de tratamento. Tripomastigotas foram as mais
sensiveis as agoes de A3K2A1 e A3K2A3, exibindo diminui¢des em torno de 40% e 50% nos
niveis de tiois reduzidos apds 48 h de tratamento (Fig. 6A). Para amastigotas e epimastigotas,

as diminuigdes variaram de 10% a 35%.
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Figura 6. Determinagdo por espectrofotometria dos niveis de tidis reduzidos em formas
parasitarias de Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1l ou A3K2A3 por até 48 h com
concentracdes que inibiram 50% e 90% dos parasitos usando o marcador DTNB. (A)
Tripomastigotas. (B) Amastigotas. (C) Epimastigotas. Asteriscos indicam diferencas
significativas em relagdo ao grupo controle (parasitos ndo tratados; p < 0.05).
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5.6 A3K2A1 e A3K2A3 induzem peroxidacao lipidica em Trypanosoma cruzi

Nosso experimento anterior demonstrou que A3K2A1 e A3K2A3 podem induzir dano
oxidativo em T. cruzi, atribuivel ao aumento da producdo de EROs/ERNs e uma diminuicao
da atividade da TR. Nés entdo avaliamos a peroxidacao lipidica de parasitos tratados com
A3K2A1 e A3K2A3 usando MDA por espectrofotometria e DPPP por fluorimetria. Figura 7
mostra que parasitos tratados com A3K2A1 e A3K2A3 exibiram um aumento significativo da
peroxidacdo lipidica em todas as concentracOes testadas quando comparado com o0 grupo
controle. No ensaio de MDA, o aumento foi mais pronunciado para tripomastigotas (até 1,3 e
1,6 vezes para A3K2A1 e A3K2A3, respectivamente; Fig. 7A), seguido por amastigotas (até
0,7 e 1,0 vezes para A3K2A1 e A3K2A3, respectivamente; Fig. 7C) e epimastigotas (até 0,7 e
0,9 vezes para A3K2A1l e A3K2A3, respectivamente; Fig. 7E). No ensaio de DPPP, o
aumento da peroxidacdo lipidica foi mais pronunciado em tripomastigotas (até 1,1 e 1,4 vezes
para A3K2A1 e A3K2A3, respectivamente; Fig. 7B) do que em amastigotas (até 0,7 e 1,0
vezes para A3SK2A1 e A3K2A3, respectivamente; Fig. 7D) e epimastigotas (até 0,6 e 0,8
vezes para A3K2A1 e A3K2A3, respectivamente; Fig. 7F). H,O, também induziu aumento
de 0,9, 0,7 e 0,3 vezes da peroxidacdo lipidica em tripomastigotas, amastigotas e
epimastigotas, respectivamente. Como esperado, A3K2Al1 e A3K2A3 induziram dano

oxidativo em T. cruzi.
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Figura 7. Determinacdo da peroxidagdo lipidica em formas parasitarias de Trypanosoma
cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h com concentragdes que inibiram 50% e
90% dos parasitos, refletida pela quantidade de TBARS em termos de MDA (A,C,E) e usando
0 marcador DPPP (B,D,F). (A,B) Tripomastigotas. (C,D) Amastigotas. (E,F) Epimastigotas.
Asteriscos indicam diferencas significativas em relacdo ao grupo controle (parasitos nédo
tratados; p < 0.05).
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5.7 A3K2A1 e A3K2A3 causam ruptura da membrana celular de Trypanosoma cruzi

Peroxidacéo lipidica € uma das principais causas do comprometimento da membrana
celular (AYALA et al., 2014). Assim, nos também avaliamos a integridade da membrana
celular em parasitos tratados com A3K2Al1l e A3K2A3 usando IP por citometria de fluxo.
A3K2A1 e A3BK2A3, em ambas as concentracdes, alteraram significativamente a integridade
da membrana celular em tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas de T. cruzi quando
comparado com o grupo controle (Fig. 8). Os histogramas mostram um aumento na
intensidade de fluorescéncia de IP em tripomastigotas (aproximadamente 50% para A3SK2A1
e 70% para A3K2A3), indicando ruptura da membrana celular. Em amastigotas, o aumento de
células IP-positivas foi aproximadamente de 40% para A3K2AL1 e 50% para A3K2A3. Em
epimastigotas, o aumento de células IP-positivas foi menor (aproximadamente 20%) para
ambos os compostos. O controle positivo, digitonina, aumentou a fluorescéncia em 92,4%,
44,6% e 29,2% em tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas, respectivamente. Estes

dados confirmam nossos resultados de peroxidacao lipidica.
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Figura 8. Determinagdo por citometria de fluxo da integridade da membrana celular em
formas parasitarias de Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h com
concentragdes que inibiram 50% e 90% dos parasitos usando o marcador IP. (A) Histogramas
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tipicos: (a) tripomastigotas ndo tratadas, (d,g) tripomastigotas tratadas com 17,5 e 27,8 uM de
A3K2A1, (j,m) tripomastigotas tratadas com 15,4 e 27,6 pM de A3K2A3, (b) amastigotas
ndo tratadas, (e,h) amastigotas tratadas com 3,9 e 32,9 uM de A3K2A1, (k,n) amastigotas
tratadas com 1,2 e 29,5 uM de A3K2A3, (c) epimastigotas ndo tratadas, (f,i) epimastigotas
tratadas com 3,5 e 9,0 uM de A3K2A1, (l,0) epimastigotas tratadas com 1,8 e 7,5 UM de
A3K2A3. Porcentagens de células IP-positivas sdo mostradas nos quadrantes superiores
direito e esquerdo. (B) Células IP-positivas em: (a) tripomastigotas, (b) amastigotas e (c)
epimastigotas. Asteriscos indicam diferengas significativas em relacdo ao grupo controle
(parasitos ndo tratados; p < 0.05).

5.8 A3K2A1 e A3K2A3 aumentam corpos lipidicos em Trypanosoma cruzi

Ruptura mitocondrial e estresse celular aumentam significativamente a formacao de
corpos lipidicos (BOREN e BRINDLE, 2012; LEE et al., 2013). Baseado nos nossos
experimentos anteriores, nds avaliamos se A3K2Al e A3K2A3 induzem a formagdo de
corpos lipidicos em T. cruzi usando o marcador vermelho do Nilo por microscopia de
fluorescéncia e fluorimetria. Figura 9 mostra aumentos em corpos lipidicos em parasitos
tratados com A3K2A1 e A3K2A3. Este aumento foi significativo e mais pronunciado em
amastigotas (até 2,3 e 2,8 vezes para A3K2A1 e A3K2A3, respectivamente; Fig. 9B), seguido
por tripomastigotas (até 0,7 e 1,6 vezes para A3K2A1 e A3K2A3; Fig. 9A) e epimastigotas
(até 0,4 e 0,9 vezes para A3K2A1 e A3K2A3; Fig. 9C), quando comparado com 0 grupo
controle. Estes dados mostram que A3K2A1l e A3K2A3 comprometem a homeostase do

parasito.
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Figura 9. Determinacdo por microscopia de fluorescéncia e fluorimetria de corpos lipidicos
em formas parasitarias de Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h
com concentracdes que inibiram 50% e 90% dos parasitos usando o marcador vermelho do
Nilo. (A) Imagens de microscopia de fluorescéncia: (a) tripomastigotas néo tratadas, (b,c)
tripomastigotas tratadas com 17,5 e 27,8 uM de A3K2Al1, (d,e) tripomastigotas tratadas com
15,4 e 27,6 uM de A3K2A3, (f) amastigotas néo tratadas, (g,h) amastigotas tratadas com 3,9 e
32,9 uM de A3K2A1, (i,j) amastigotas tratadas com 1,2 e 29,5 uM de A3K2A3, (k)
epimastigotas ndo tratadas, (I,m) epimastigotas tratadas com 3,5 e 9,0 uM de A3K2A1, (n,0)
epimastigotas tratadas com 1,8 e 7,5 uM de A3K2A3. Barra de escala: 20 um. Intensidade de
fluorescéncia obtida por fluorimetria em: (B) Tripomastigotas. (C) Amastigotas. (D)
Epimastigotas. Asteriscos indicam diferencas significativas em relacdo ao grupo controle
(parasitos ndo tratados; p < 0.05).

5.9 A3K2A1 e A3K2A3 induzem exposic¢éo de fosfatidilserina em Trypanosoma cruzi

Os experimentos anteriores mostraram que A3K2A1 e A3K2A3 induzem alteracdes
vitais em T. cruzi que podem culminar na morte do parasito. Estas alteraces perturbam a
mitocondria de T. cruzi, que desempenham um papel fundamental na ativagdo da apoptose
(GREEN e REED, 1998). Além disso, o acumulo de corpos lipidicos descritos acima €
também uma caracteristica da apoptose (BOREN e BRINDLE, 2012). Assim, nos exploramos
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os efeitos de A3K2A1 e A3K2A3 sobre a exposi¢do de fosfatidilserina, um fosfolipidio que
se expOe na superficie de células que sofrem apoptose (KROEMER et al., 2009), usando o
marcador Annexina-V FITC por citometria de fluxo. Figura 10 mostra que parasitos tratados
com A3K2A1 e A3K2A3 exibiram um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia
de Annexina-V, indicando exposicdo de fosfatidilserina, quando comparado com o grupo
controle, com excecdo de epimastigotas que foram tratadas com 3,5 pM de A3K2A1. A
exposicdo de fosfatidilserina foi mais pronunciada em tripomastigotas (aproximadamente
50% para A3K2A1 e 55% para A3K2A3; Fig. 10A). Em amastigotas, a intensidade de
fluorescéncia foi aproximadamente 40% para ambos os compostos (Fig. 10B). Em
epimastigotas, a intensidade de fluorescéncia aumentou até 31% e 44% para A3K2Al e
A3K2A3, respectivamente (Fig. 10C). O controle positivo, actinomicina D, aumentou a
exposicdo de fosfatidilserina em 32%, 28% e 8% em tripomastigotas, amastigotas e
epimastigotas, respectivamente. Estes resultados mostram que A3K2A1 e A3K2A3 induzem
apoptose em T. cruzi.
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Figura 10. Determinacgéo por citometria de fluxo da exposicéo de fosfatidilserina em formas
parasitarias de Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1l ou A3K2A3 por 24 h com
concentragdes que inibiram 50% e 90% dos parasitos usando o marcador Annexina-V FITC e
IP. (A) Histogramas tipicos: (a) tripomastigotas ndo tratadas, (d,g) tripomastigotas tratadas
com 17,5 e 27,8 uM de A3K2A1, (j,m) tripomastigotas tratadas com 15,4 e 27,6 uM de
A3K2A3, (b) amastigotas ndo tratadas, (e,h) amastigotas tratadas com 3,9 e 32,9 uM de
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A3K2A1, (k,n) amastigotas tratadas com 1,2 e 29,5 uM de A3K2A3, (c) epimastigotas ndo
tratadas, (f,i) epimastigotas tratadas com 3,5 e 9,0 uM de A3K2Al, (l,0) epimastigotas
tratadas com 1,8 e 7,5 UM de A3K2A3. Porcentagens de células Annexina-V-positivas sdo
mostradas nos quadrantes superior e inferior direito. (B) Células Annexina-V-positivas em:
(@) tripomastigotas, (b) amastigotas e (c) epimastigotas. Asteriscos indicam diferencas
significativas em relagéo ao grupo controle (parasitos ndo tratados; p < 0.05).

510 A3K2A1l e A3K2A3 interrompem o ciclo celular na fase sub-G0/G1l em

Trypanosoma cruzi

Altos niveis de EROs/ERNs podem induzir dano no DNA, o que pode levar a
interrupcao do ciclo celular seguido por apoptose (FULDA et al., 2010). Baseado nos nossos
dados acima, nés avaliamos os efeitos de A3K2A1 e A3K2A3 sobre o ciclo celular de
epimastigotas de T. cruzi por citometria de fluxo ap6s a permeabilizacéo celular e marcagéo
com IP. Os resultados mostraram que epimastigotas tratadas com A3K2Al e A3K2A3
exibiram um aumento significativo na populacdo de células sub-G0/G1 (células que sofrem
fragmentacdo da cromatina nuclear por DNAses, uma caracteristica tipica da apoptose)
(KACZANOWSKI et al., 2011), quando comparado com o grupo controle. O aumento na
populacdo de células sub-GO0/G1 foi de aproximadamente 40% para A3K2ALl e 55% para
A3K2A3; Fig. 11). Em contraste, 0 aumento na populacdo de células sub-G0/G1 levou uma
diminuicdo significativa na fase G2/M (duplicacdo do DNA) em epimastigotas tratadas com
A3K2A1 e A3K2A3 comparado com o grupo controle. Estes resultados também indicam que
A3K2A1 e A3K2A3 induzem apoptose em T. cruzi.
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Figura 11. Determinagdo por citometria de fluxo do ciclo celular em epimastigotas de
Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1l ou A3K2A3 por 24 h com concentracdes que
inibiram 50% e 90% dos parasitos. Asteriscos indicam diferencas significativas em relacédo ao
grupo controle (parasitos ndo tratados; p < 0.05).

5.11 A3K2A1 e A3K2A3 diminuem o volume celular de Trypanosoma cruzi

Além de alteracdes bioquimicas, apoptose também induz alteragdes morfoldgicas.
Assim, nés realizamos experimentos adicionais para avaliar a diminuicdo do volume celular,
que é uma caracteristica da morte por apoptose, em parasitos tratados com A3K2A1 e
A3K2A3 por citometria de fluxo (KROEMER et al., 2009). Figura 12 mostra uma diminuicéo
significativa no volume celular em todas as concentracdes testadas de ambos 0s compostos
nas trés formas parasitarias quando comparado com o grupo controle. A diminuicdo do
volume celular foi mais pronunciada em tripomastigotas (até 81% e 95% para A3K2Al e
A3K2A3, respectivamente; Fig. 12A) do que em amastigotas (até 75% e 83%; Fig. 12B) e
epimastigotas (até 47% e 46%; Fig. 12C). O controle positivo, actinomicina D, também
diminuiu o volume celular em 39%, 69% e 28% em tripomastigotas, amastigotas e
epimastigotas, respectivamente. Estes dados confirmam que A3K2A1l e A3K2A3 induzem
alteracdes em T. cruzi que parecem refletir a apoptose.
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Figura 12. Determinac;éo por citometria de fluxo do volume celular em formas parasitarias de
Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1l ou A3K2A3 por 24 h com concentragdes que
inibiram 50% e 90% dos parasitos. (A,D) Tripomastigotas. (B,E) Amastigotas. (C,F)
Epimastigotas. Setas correspondem as concentracdes testadas. Grupo controle (parasitos ndo
tratados) também é mostrado. Asteriscos indicam diferencas significativas em relacdo ao
grupo controle (p <0.05).

A3K2A3

5.12 A3K2A1 e A3K2A3 induzem a formacédo de vacuolos autofagicos em Trypanosoma

cruzi

Aumentos dos niveis de EROs celulares estdo associados com o inicio da autofagia
(FILOMENI et al., 2014). Portanto, nos avaliamos se a autofagia também pode ser um tipo de
morte celular induzida por A3K2A1 e A3K2A3 usando o marcador MDC por microscopia de
fluorescéncia. Figura 13 mostra a presenca de fluorescéncia em estruturas arredondadas em
parasitos tratados com A3K2A1 e A3K2A3, indicando a formacdo de vactolos autofagicos.
Este efeito foi parcialmente evitado pelo pré-tratamento com wortmanina. Este aumento na
formagéo de vacuolos autofagicos foi significativo e mais acentuado em amastigotas (até 1,0 e
1,3 vezes para A3K2A1 e A3K2A3, respectivamente; Fig. 13B) e tripomastigotas (até 1,0 e
1,2 vezes; Fig. 13A) do que para epimastigotas (até 0,8 e 0,9 vezes; Fig. 13C). Assim,
A3K2A1 e A3K2A3 pode também causar a morte autofagica em T. cruzi.
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Figura 13. Determinagdo por microscopia de fluorescéncia de vacuolos autofagicos em
formas parasitarias de Trypanosoma cruzi tratadas com A3K2A1 ou A3K2A3 por 24 h com
concentragdes que inibiram 50% e 90% dos parasitos usando o marcador MDC. (A) Imagens
de microscopia de fluorescéncia: (a,a’) tripomastigotas ndo tratadas, (b,c) tripomastigotas
tratadas com 17,5 e 27,8 uM de A3K2A1, (b’,c’) tripomastigotas tratadas com 17,5 e 27,8
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UM de A3K2A1 + 0,5 uM de wortmanina, (d,e) tripomastigotas tratadas com 15,4 e 27,6 uM
de A3K2A3, (d’,e’) tripomastigotas tratadas com 15,4 e 27,6 uM de A3K2A3 + 0,5 uM de
wortmanina, (f,f*) amastigotas ndo tratadas, (g,h) amastigotas tratadas com 3,9 e 32,9 UM de
A3K2A1, (g’,h’) amastigotas tratadas com 3,9 e 32,9 uM de A3K2A1l + 0,5 pM de
wortmanina, (i,J) amastigotas tratadas com 1,2 e 29,5 uM de A3K2A3, (i’,j’) amastigotas
tratadas com 1,2 e 29,5 uM de A3K2A3 + 0,5 uM de wortmanina, (k,k”) epimastigotas nao
tratadas, (I,m) epimastigotas tratadas com 3,5 e 9,0 uM de A3K2Al, (I’,m’) epimastigotas
tratadas com 3,5 e 9,0 uM de A3K2A1 + 0,5 uM de wortmanina, (n,0) epimastigotas tratadas
com 1,8 e 7,5 UM de A3K2A3, (n’,0’) epimastigotas tratadas com 1,8 e 7,5 UM de A3K2A3
+ 0,5 UM de wortmanina. Barra de escala: 20 um. Intensidade de fluorescéncia obtida por
Image) em: (B) Tripomastigotas. (C) Amastigotas. (D) Epimastigotas. Asteriscos indicam
diferencas significativas em relacdo ao grupo controle (parasitos ndo tratados; p < 0.05).

5.13 A3K2A1 e A3BK2A3 reduzem a parasitemia em modelo murino de infe¢do aguda da

doenca de Chagas

Baseado em nossos resultados promissores obtidos in vitro, nds avaliamos in vivo o
efeito de A3SK2A1 e A3K2A3, sozinhos ou em combinacdo com o farmaco de referéncia
benznidazol, em modelo murino de infeccdo aguda da doenca de Chagas. Figura 14 mostra
que A3K2A1 e A3K2A3, sozinhos ou em combinagdo com benznidazol, reduziram os niveis
de parasitemia comparado com o grupo infectado e ndo tratado. A administracdo de A3K2A1l
sozinho (5mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia) (Fig. 14al e 14a2) e em combinacdo com benznidazol
(5mg/kg/dia de cada) (Fig. 14a3) reduziu significativamente os niveis de parasitemia nos 8, 9,
13 e 14° dpi. Esta reducdo no pico parasitemico (8° dpi) foi de 49%, 78% e 77% para o
tratamento com A3K2AL1 sozinho em ambas as concentracdes testadas e em combinagdo com
benznidazol, respectivamente. A administracdo de A3K2A3 (5mg/kg/dia) (Fig. 14bl) e
A3K2A3 (100mg/kg/dia) (Fig. 14b2) também induziu diminuicéo significativa na parasitemia
nos 8, 9, 10, 13 e 14° dpi com uma redugdo no pico parasitemico em torno de 79%. A
associacdo de A3K2A3 com benznidazol (5mg/kg/dia de cada) (Fig. 14b3) apresentou
reducdes significativas nos 7, 8, 9, 10, 13 e 14° dpi, sendo a redugdo no pico parasitemico de
76%. O tratamento com benznidazol (5mg/kg/dia) mostrou diferencas significativas nos 8, 13
e 14° dpi, com reducdo no pico parasitemico de 44%, enquanto que o tratamento com 100
mg/kg/dia, as redugOes foram significativas nos 7, 8, 9, 10, 13 e 14° dpi, com redugéo de
100% na parasitemia.

Ao final do 21° dpi, o grupo infectado e ndo tratado apresentou uma taxa de
sobrevivéncia de 20%, enquanto que o grupo tratado com A3K2A1l (100 mg/kg/dia)

apresentou 80% de sobrevivéncia. Ainda, o grupo tratado com a associacdo de A3K2Al e
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benznidazol apresentou 40% de sobrevivéncia (Fig. 15A). Em relacdo ao tratamento com
A3K2A3, apenas o grupo tratado com 5 mg/kg/dia apresentou sobrevivéncia (40%) (Fig.
15B).
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Figura 14. Efeitos de A3K2A1, A3K2A3 e BZ sobre a parasitemia em modelo murino da
infeccdo aguda da doenca de Chagas. (A) A3K2A1l e BZ, sozinhos ou combinados: (al)
A3K2A1 (5mg/kg/dia), (a2) A3K2A1 (100mg/kg/dia), (a3) A3K2Al + BZ (5mg/kg/dia -
cada). (B) A3K2A3 e BZ, sozinhos ou combinados: (bl) A3K2A3 (5mg/kg/dia), (b2)
A3K2A3 (100mg/kg/dia), (b3) A3K2A3 + BZ (5mg/kg/dia - cada). Asteriscos indicam
diferencas significativas em rela¢do ao grupo controle (p < 0.05).
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Figura 15. Efeitos de A3K2A1l, A3K2A3 e BZ sobre a taxa de sobrevivéncia em modelo
murino da infecgdo aguda da doenga de Chagas. (A) A3K2A1 e BZ, sozinhos ou combinados.
(B) A3K2A3 e BZ, sozinhos ou combinados. Asteriscos indicam diferencas significativas em
relagdo ao grupo controle (p < 0.05).
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6. DISCUSSAO

Diversos estudos tém sido realizados ao longo dos Gltimos 100 anos para se descobrir
novos agentes tripanocidas (VALDEZ et al., 2009; IZUMI et al., 2011). No entanto, nenhum
substituto foi ainda desenvolvido para os nitrocompostos benznidazol e nifurtimox. O
desenvolvimento de novas moléculas sintéticas com grupos funcionais semelhantes aos dois
farmacos de referéncia € necessario para minimizar a toxicidade e assegurar a eficacia contra
T. cruzi (IRIGOIN et al., 2008; BOIANI et al., 2009). Em um estudo anterior, as DBAs
A3K2A1 e A3K2A3, caracterizadas por um ou mais grupos nitros ligados diretamente ao anel
aromatico, mostraram atividade seletiva contra T. cruzi (UD DIN et al., 2014). O presente
estudo buscou elucidar o mecanismo de acdo in vitro e os efeitos bioldgicos in vivo induzidos
por A3K2A1 e A3K2A3 na morte celular deste protozoério.

A literatura descreve que a bioatividade de nitrocompostos estd relacionada com a
reducdo do grupo nitro para formar espécies reativas (PATTERSON e WYLLIE, 2014).
A3K2A1 e A3K2A3 sdo nitrocompostos, e a capacidade deles em formar espécies reativas foi
confirmada neste estudo atraves do aumento da producdo de EROs/ERNSs. Adicionalmente,
A3K2A1 e A3K2A3 induzem uma diminuicdo dos niveis de tidis reduzidos nas trés formas
parasitarias do parasito. Tiol é o principal grupo da TR, uma enzima fundamental para o
sistema Unico tiol-redox que atua em tripanosomatideos. Nestes parasitos, a regeneracdo
enzimatica do pool de tiol parece depender da TR. Semelhante ao sistema glutationa, que €
encontrado nos hospedeiros mamiferos, o sistema tripanotiona protege o parasito dos danos
oxidativos (IRIGOIN et al., 2008). Interessantemente, nos verificamos que tripomastigotas
(forma infectiva da corrente sanguinea no hospedeiro mamifero) foram as mais susceptiveis a
acdo destes compostos. Tripomastigota é a forma de T. cruzi com niveis mais elevados de
tripanotiona no sistema tiol-redox, o que nos levou a pensar que A3K2A1 e A3K2A3 sédo
especialmente ativos contra o sistema antioxidante tripanotiona-dependente. Uma diminuigéo
mais pronunciada nos niveis de tidis reduzidos ja foi relatada anteriormente (LAZARIN-
BIDOIA et al., 2013).

Aumentos de espécies oxidantes induzem disfun¢do mitocondrial, que compromete a
viabilidade celular (KANG e PERVAIZ, 2012). No presente estudo, marcacdo com Rh123
revelou reducbes acentuadas do AW¥Ym, especialmente em tripomastigotas. Tripomastigotas
exibem redugfes do A¥Ym com um resultado da remodelagéo durante o ciclo de vida de T.

cruzi (GONCALVES et al., 2011). Diversos estudos de compostos tripanocidas que tém como
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alvo a mitocondria de T. cruzi tém sido publicados (MENNA-BARRETO et al., 2009;
CALEARE et al., 2013; LAZARIN-BIDOIA et al., 2013). E importante ressaltar que T. cruzi
possui uma Unica mitocondria que ocupa 12% do volume total do parasito (FIDALGO e
GILLE, 2011).

Aumentos de espécies reativas podem danificar estruturas celulares, incluindo lipidios,
acidos nucléicos e proteinas (ALI et al., 2012; BIRBEN et al., 2012). Nés observamos que as
trés formas parasitarias de T. cruzi tratadas com A3K2A1l e A3K2A3 exibiram danos em
macromoléculas essenciais, refletidas pela peroxidacéo lipidica nos ensaios de MDA e DPPP.
Como um resultado da peroxidacdo lipidica, disturbios na integridade da membrana celular
foram também demonstrados através da marcacdo com IP. Peroxidacdo lipidica é um processo
que afeta a integridade estrutural e funcional das membranas celulares, levando ao rearranjo
estrutural da membrana e induzindo alteracdes na sua permeabilidade (PAMPLONA, 2008).
Nos também observamos que A3K2A1 e A3K2A3 induziram fragmentagdo do DNA em
epimastigotas de T. cruzi, refletido por um aumento da populacdo de células na fase sub-
GO/G1. A fragmentacdo do DNA pode perturbar o mecanismo responsavel pela duplicacéo
das células, levando a interrupcdo do ciclo celular. As alteracdes em T. cruzi que foram
induzidas por A3K2A1l e A3K2A3 também incluiu a formacdo de corpos lipidicos, uma
caracteristica de estresse celular que resulta da desregulacdo mitocondrial, revelada aqui pelo
marcador vemelho do Nilo. A formacdo e o rapido acumulo de corpos lipidicos é uma
caracteristica da morte celular por apoptose (BOREN e BRINDLE, 2012; LEE et al., 2013).
Outros estudos tém relatado o aumento na formacéo de corpos lipidicos em tripanosomatideos
sob condicdes de estresse (DANTAS et al., 2003; STEFANELLO et al., 2014).

Todas as alteracbes morfoldgicas e bioquimicas que foram induzidas por A3K2A1l e
A3K2A3 no presente estudo acarretaram em danos cumulativos através de uma cascata de
eventos que sdo incompativeis com a sobrevivéncia da célula. N6s observamos que A3K2A1
e A3K2A3 pode induzir a morte do parasito atraves de vias diferentes. NOs acreditamos que
apoptose (refletida aqui por despolarizacdo mitocondrial, fragmentacdo do DNA, acimulo de
corpos lipidicos exposicdo de fosfatidilserina e reducdo do volume celular) pode ser o
mecanismo preferencial de morte celular. Baseado na presenga de vacuolos autofagicos,
revelado pela marcacdo com MDC, a autofagia pode também ser um tipo de morte celular.
Ambas as vias de morte celular (apoptose e autofagia) tém sido bem descritas em
tripanosomatideos, com significante participagdo da mitocondria e EROs (MENNA-
BARRETO et al., 2009; SMIRLIS et al., 2010). Evidéncias sugerem que o0 evento chave na
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transicdo de apoptose para autofagia é a producdo excessiva de espécies oxidantes
(ADDABBO et al., 2009; KAMINSKYY e ZHIVOTOVSKY, 2014).

Neste contexto, uma questdo é se 0 aumento de espécies oxidantes induzidas por
A3K2A1 e A3K2A3 é uma causa ou uma consequéncia da disfungcdo mitocondrial. Disfuncéo
mitocondrial pode levar a um aumento de EROS/ERNSs e, inversamente, um aumento de
EROs/ERNs pode induzir disfun¢do mitocondrial, o que torna a relacéo entre eles reciproca
(VAMECQ et al., 2012). Baseado nos nossos resultados, a nossa hipotese geral € que o
mecanismo de acdo de A3K2A1l e A3K2A3 envolve um aumento da producdo de
EROSs/ERNSs, seguido da disfuncdo mitocondrial. Esta hipdtese baseia-se no aumento precoce
de O," (ap6s 3 h de tratamento) comparado com a diminuicdo tardia do A¥m (apés 24 h de
tratamento). A quantidade excessiva de espécies oxidantes pode atuar sobre qualquer
membrana, incluindo a membrana mitocondrial, o que pode comprometer ainda mais a funcéo
mitocondrial e induzir mais producdo de EROs/ERNs (RHOADS et al., 2006; GUPTA et al.,
2009). Além disso, a quantidade em excesso de espécies reativas pode induzir a deplecdo do
sistema antioxidante enddgeno (demonstrado aqui por uma diminuicdo dos niveis de tidis
reduzidos apos 48 h de tratamento), o que agrava ainda mais a condicao de estresse oxidativo
(MAHMOOD et al., 2009). Esta possibilidade é também suportada pelas estruturas quimicas
de A3BK2A1 e A3K2A3, que séo nitrocompostos (PATTERSON e WYLLIE, 2014) (Fig. 16).
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Figura 16. Mecanismo proposto da agdo tripanocida de dibenzilidenoacetonas. A3K2ALl e
A3K2A3 aumentam a producdo de EROS/ERNs, que desencadeia despolarizacao
mitocondrial (perda do A¥m), induzindo, portanto, maior produ¢do de EROs/ERNSs seguido
pela diminuicdo dos niveis de tidis reduzidos. Esta condi¢do de estresse oxidativo afeta todas
as estruturas e funcdes das células, levando a morte do parasito.
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Todos os efeitos que foram induzidos por A3SK2A1 e A3K2A3 no presente estudo
estdo intimamente relacionados com sua relacdo estrutura-atividade. Véarios estudos tem
reportado a eficacia de compostos que possuem um ou mais grupos nitro contra muitas
doencas (OLIVEIRA et al., 2003; MUKHERJEE et al.,, 2010; BASTOS et al., 2014).
Portanto, como esperado, A3K2A3, que contém dois grupos nitros em sua estrutura, tem
melhor atividade do que A3K2A1, que contém apenas um grupo nitro.

Adicionalmente, A3K2A1 e A3K2A3 induziram reducdo significativa nos niveis de
parasitemia e melhora na sobrevida dos animais infectados por T. cruzi. Os grupos tratados
com A3K2A1 sozinho e combinado com benznidazol apresentaram os melhores resultados. E
importante destacar que a baixa concentragdo de benznidazol utilizada em combinagdo com
A3K2A1 pode resultar em uma reducdo da toxicidade e melhora na eficécia terapéutica do
benznidazol, inclusive na fase cronica da doenca de Chagas. De fato, a terapia combinada
oferece inUmeras vantagens, uma vez que 0s constituintes de uma combinacdo podem atuar
sinergicamente ou em aditividade reduzindo a resisténcia, melhorarando a eficacia do
tratamento, reduzindo a dose e/ou a duragdo do tempo de tratamento, diminuindo os efeitos
secundarios e melhorarando a adesdo do paciente (URBINA, 2015). Por outro lado, o
tratamento com A3K2A3, apesar de exibir maior reducdo na parasitemia em comparagao com
A3K2A1, nédo exibiu melhora na sobrevida dos animais infectados e tratados com a maior
concentracdo e quando associado com benznidazol. Essa maior toxicidade possivelmente se
deve ao maior numero de grupo nitro em sua estrutura, pois assim como A3K2A3 mostrou-se
mais ativo contra T. cruzi, esse grupo nitro pode resultar em maior toxicidade, uma vez que
mais espécies reativas podem estar formando por este composto (PATTERSON e WY LLIE,
2014). Assim, apesar das propriedades bioldgicas interessantes mostradas por esses
compostos, acreditamos que o desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada poderia
ser uma abordagem promissora para melhorar a eficacia e reduzir os efeitos colaterais destes

compostos na terapéutica da doenga de Chagas.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados demonstraram que A3K2A1 e A3K2A3 sédo fortes
ativadores da morte de T. cruzi por perturbar a homeostase do sistema redox. A3K2A3 foi 0
composto mais ativo, que induziu a morte do parasito com alteragdes expressivas nos
componentes maquindrios de T. cruzi e suas fungdes. Tripomastigotas e amastigotas séo
formas infectivas de T. cruzi que estdo presentes no hospedeiro mamifero, e foram as mais
susceptiveis as acOes destes nitrocompostos. Nossos resultados in vivo suportam novos
estudos pré-clinicos com protocolos terapéuticos diferentes e utilizando sistemas de liberacao
modificada, com o objetivo de alcancar melhores resultados para o desenvolvimento de novos

agentes quimioterapicos contra T. cruzi.
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