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RESUMO

No momento ha apenas dois farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas, nifurtimox e benzonidazol, ambos de acfes limitadas. Assim, a compreensdo dos
mecanismos utilizados por T. cruz para diminuir os efeitos citotoxicos de farmacos e a busca
de potenciais moléculas para quimioterapia, bem como os alvos para elas, sdo de extrema
importancia. O aumento na producdo de certas enzimas do metabolismo oxidativo seria
responsavel pela resisténcia das cepas do parasito ao benzonidazol (BZ). Tais enzimas sao:
triparedoxina peroxidase (MTcTXNPx) que catalisa a reducdo de peroxidos, superdxido
dismutase (mTcSOD) que realiza a dismutacdo do anion superdxido e old yellow enzyme
(cTcOYE) que esta envolvida na reducdo de substancias tripanossomicidas, como
naftoquinonas e compostos nitroheterociclicos. Estudos demonstram que a atividade
antimalarial da cloroquina foi aumentada com a adigdo de ferroceno. Neste trabalho, foram
avaliadas as diferencas de suscetibilidade entre seis cepas de T. cruz (Y, Bolivia, SI1, SIGR3,
SI8 e QMII) em relagéo a trés estruturas derivadas de diaminas do ferroceno e a expressao das
proteinas antioxidativas. A substancia AAC09 mostrou maior citotoxicidade, com Clso de
2,21 uM para a cepa menos resistente (cepa Y) e 1520 uM (cepa QMII) para a mais
resistente, enquanto que para BZ foi 27,28 pM (cepa SI1) e 105,28 uM (cepa SIGR3),
respectivamente. Apds tratamento, a expressao das enzimas mTcTXNP (25,5 kDa) e cTcCOYE
(43 kDa) ndo aumentaram em cepas mais resistentes aos derivados de diaminas do ferroceno e
BZ. Por outro lado, somente ocorreu aumento de expressdo de mTcTXNPXx na cepa Y tratada
com BZ. Os resultados obtidos mostraram que cada cepa apresenta distinta suscetibilidade a
um agente oxidativo e as cepas mais resistentes ndo aumentaram a expressdo das enzimas. Em
decorréncia desses resultados, deduz-se que outros mecanismos possam auxiliar as cepas de

T. cruz a resistirem as espécies reativas de oxigénio.

Palavras-chave: Trypanosoma cruz, diaminas do ferroceno, benzonidazol, proteinas

antioxidantes
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ABSTRACT

At the moment there are only two drugs available for the treatment of Chagas disease,
nifurtimox and benznidazole, both of use restricted. Understanding the mechanisms used by
T. cruz to reduce de cytotoxic effects of drugs and finding potential molecules for
chemotherapy, as well as targets for them, are extremely important. Resistance to
benznidazole (BZ) in T. cruz strains may be caused by increased production of enzymes that
act on oxidative metabolism. Such enzymes are: tryparedoxin peroxidase (mTcTXNPX),
which catalyzes the reduction of peroxides, superoxide dismutase (mTcSOD), which performs
the dismutation of superoxide anion and old yellow enzyme (cTcOYE), which is related to the
reduction of trypanocidal substances, such as naphthoquinones and nitroheterocyclic
compounds. Studies showed that the antimalarial activity of chloroquine was increased with
the addition of ferroceno. Herein the susceptibilities in six T. cruz strains (Y, Bolivia, SI1,
SIGRS3, SI8 and QMII) were analyzed in relation to three structures of ferrocene diamine
derivatives and the expression of antioxidant proteins. The AACQ9 substance showed higher
cytotoxicity, with 1Cso of 2.21 pM for the less resistant strain (Y strain) and 15.20 uM (QMII
strain) for more resistant, whereas to BZ was 27.28 uM (strain SI1) and 105.28 uM (SIGR3),
respectively. After treatment, the expression of the enzymes mTcTXNP (25.5 kDa) and
cTcOYE (43 kDa) did not increase in more resistant strains to ferrocene diamine derivatives
and BZ. However, there was increased expression of mTcTXNPx only in the Y strain treated
with BZ. The results showed that each strain exhibited different susceptibility to oxidative
agent and the most resistant strains did not enhance expression of these enzymes. Based on
these findings, probably other mechanisms may be involved in resistance to reactive oxygen

species in T. cruz strains.

Keywords: Trypanosoma cruz, ferrocene diamine derivatives, benznidazole, antioxidative

proteins
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1 INTRODUCAO

1.1 Ciclo biologico e morfologia de Trypanosoma cruz

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas descrita em 1909 por Carlos
Chagas (CHAGAS, 1909) é uma zoonose que se estende dos Grandes Lagos na América do
Norte até o sudeste da PatagOnia, endémica das Américas, ocorre amplamente na América
Latina (JANNIN; VILLA, 2007; SCHMUNIS, 2007).

O agente etiologico da doenca de Chagas € o protozoario flagelado Trypanosoma cruz
(JANNIN; VILLA, 2007; SCHMUNIS, 2007), ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae (BHATIA et al., 2009) da qual fazem parte T. brucei, T. cruz e
Leishmania spp., caracterizada pela presenca de um unico flagelo e mitocondria que contém
o cinetoplasto (TEIXEIRA et al., 2012).

O ciclo de vida do parasito alterna entre vertebrados das Ordens Marsupialia,
Edentata, Chiroptera, Rodentia, Artiodactila, Carnivora e Primates (HOARE, 1972; DIAS,
2005; JANSEN; ROQUE, 2010) e insetos vetores hematdfagos da familia Reduviidae, os
principais géneros sio: Triatoma, Panstrongylus e o Rhodinius (GOURBIERE et al., 2012).

As variagdes morfoldgicas e o ciclo de vida (Figura 1) se devem a uma adaptacéo aos
distintos habitats e situacdes bioldgicas pelos quais passa o parasito (DIAS, 2005).

As formas amastigotas (Figura 2A) apresentam o nucleo grande, circular e excéntrico.
As formas epimastigotas (Figura 2B) apresentam o cinetoplasto anterior ao nucleo e o flagelo
emerge na extremidade anterior do parasito. As formas tripomastigotas (Figura 2C) possuem
a membrana ondulante e o cinetoplasto posicionado entre o nlcleo e a regido posterior (DE
SOUZA, 2000).

A transmissdo da enfermidade pode ser por meio de vetores, via transfusdo sanguinea,
via congénita, por transplante de 6rgaos ou acidental (geralmente em laboratérios ou em
cirurgias de pacientes infectados) (RIBEIRO et al., 1987; DIAS, 2005) e oral por alimentos e
bebidas contaminados (STEINDEL et al.,, 2008; BASTOS et al., 2010; SHIKANAI-
YASUDA; CARVALHO, 2012).
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Figura 1: Ciclo bioldgico do protozoario T. cruz. (1) Triatomineo ao se alimentar defeca proximo ao
local da picada. (2) Tripomastigotas invadem células do hospedeiro vertebrado. (3) Amastigotas
multiplicam-se no interior das células dos tecidos infectados. (4) Amastigotas se transformam em
tripomastigotas que sdo liberados para o sangue com o rompimento da célula hospedeira; esses
tripomastigotas reiniciam uma nova infeccdo nos tecidos. (5) Triatomineo ao se alimentar contamina-
se com os tripomastigotas presentes no sangue. (6) Tripomastigotas transformam-se em epimastigotas
no intestino do inseto. (7) Epimastigotas multiplicam-se no intestino do inseto. (8) Epimastigotas
transformam-se em tripomastigotas.

are EALTHIEW: REQ®

hittp:ifwww.dpd.cde.gov/dpdx

Fonte: Modificado de Laboratory Identification of Parasites of Public Health Concern -
Center for Disease Control and Prevention (DPDx - CDC). Disponivel em
<http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm>. Acesso em: 06
julho 2013.



Introducdo

Figura 2: Morfologia de T. cruz. (A) amastigota, (B) epimastigota e (C) tripomastigota.

20

Fonte: De Souza, 2000.
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1.2 Epidemiologia da doencga de Chagas

A doenca de Chagas faz parte das doencas tropicais negligenciadas (ascaridiase,
ancilostomiase, tricuriase, filariose linfatica, oncocercose, dracunculiasis, esquistossomose,
tripanossomiase africana, leishmaniose, Ulcera de Buruli, lepra e tracoma) que acometem
pessoas de baixa renda de paises com economia periférica (HOTEZ et al., 2007).

O numero de pessoas infectadas no mundo é estimado em 10 milhdes, e a maioria
ocorre na America Latina (Figura 3) - Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia,
Costa Rica, Equador, El Salvador, Guatemala, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México,
Nicaragua, Panamd, Paraguai, Peru, Suriname, Venezuela e Uruguai. Mais de 25 milhdes de
pessoas estdo sob o risco de contrairem a doenca. A estimativa em 2008 de pessoas mortas foi
maior que 10.000 (WHO, 2010). Movimentos migratorios levaram T. cruz para regides onde
ndo ocorrem o vetor, como Canadd, Japdo, Australia, Bélgica, Espanha, Franga, Italia, Reino
Unido, Suica, Alemanha, Austria, Croacia, Dinamarca, Holanda, Luxemburgo, Noruega,
Portugal, Roménia e Suécia. Nessas regides a transmissdo ocorre por transfusdo de sangue,
vertical da mée para a crianca, transplante de orgaos e acidentes em laboratérios (COURA,;
VINAS, 2010; SCHMUNIS; YADON, 2010).

Figura 3: Distribuigdo mundial da enfermidade 2006-2009.

Fonte: Modificado de WHO, 2010.
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1.3 Diversidade genética de T. cruz

A classificacdo de T.cruzi baseada em genotipagem multilocus apresenta seis distintas
DTUs (discrete typing units) divididas em duas grandes subdivisdes, denominadas DTU | e
DTU Il (Figura 4). Uma DTU pode ser considerada como um grupo que apresenta
similaridade entre si geneticamente em relacdo ao outro grupo, identificados por marcadores
moleculares (ZINGALES et al., 2012), como o dominio divergente D7 do gene 24Sa rRNA
(LSU rDNA) e a regido intergénica ndo transcrita do mini éxon SL-RNA (LEWIS et al.,
2009). O grupo DTU I é conhecido como Tcl, enquanto DTU Il € composto por lla, Ilb, llc,
Ild e lIle, também conhecidos por TclV, Tcll, Tclll, TcV e TcVI, respectivamente
(ZINGALES et al., 2009).

Figura 4: Classificacdo das populacdes de T. cruzi em DTU.

Fonte: Autor.

Tcl pode ser associado com ciclos silvestres e domésticos e com a cardiomiopatia
chagasica. A infeccdo humana com Tcl esta concentrada nas regides norte da América do Sul
e América Central (Figura 5). Tcll é encontrado predominantemente nas regides sul e central
da Ameérica do Sul. A maioria dos isolados de Tcll é proveniente do ciclo doméstico. Tclll
estd principalmente associado com o ciclo silvestre, abrange o oeste da Venezuela ao Chaco,
na Argentina. TclV parece apresentar uma similar distribuicdo de Tclll na América do Sul,
com exce¢do do Chaco. TcV ocorre maior frequéncia na Argentina, Bolivia e Paraguai, e
TcVI no Chaco. No cone sul, onde ocorre o predominio de chagasicos portadores de Tcll,
TcV TcVI, a cardiopatia é severa e pode ocorrer conjuntamente com megaes6fago e
megacoOlon (ZINGALES et al., 2012).
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Figura 5: Distribuicdo geogréfica de T. cruzi em DTUs nos ciclos silvestres e domésticos.

Fonte: Zingales et al., 2012.

1.4 Tratamento

Os unicos medicamentos prescritos para tratar a enfermidade séo nifurtimox (NF), 5-
nitrofuran  (3-methyl-4-5'-nitrofurfurylideneamine)  tetrahydro-4H-1,4-tiazine-1,1-dioxide
(Figura 6A), e benzonidazol (BZ), 2-nitroimidazole (N-benzyl-2-nitroimidazole acetamide)
(Figura 6B) (COURA; CASTRO, 2002; URBINA, 2010). Desde a década de 80, a
comercializacdo de NF foi descontinuada, primeiro no Brasil, depois na Argentina, Chile e
Uruguai (COURA; CASTRO, 2002), porém tem sido utilizado na América Central (SOEIRO;
DE CASTRO, 2011).

Figura 6: Estruturas quimicas do nifurtimox e benzonidazol.

Fonte: Modificado de Urbina; Docampo, 2003.

O modo de acdo do NF, derivado de nitrofurano, envolve a geracdo de radical
nitrodnion por nitroredutases que, na presenca de oxigénio, deixa intermediarios reativos. BZ,

derivado de nitroimidazol, interfere diretamente na sintese de macromoléculas pelo T. cruz e



Introducdo 24

varios componentes celulares. A acdo do BZ parece envolver ligacdes covalentes ou outras
interacOes de intermediarios nitroredutores com componentes do parasito, ou ligacbes com
DNA, lipidios e proteinas (COURA; CASTRO, 2002; MAYA et al., 2007). A produgdo do
anion superéxido (0.°) e de peréxido de hidrogénio (H,0,), na presenca de Fe*, forma o
radical livre de hidroxila (OH®*) (MAYA et al., 2007).

Ambos os medicamentos tém significantes efeitos colaterais, provavelmente como
consequéncia do dano oxidativo ou redutor nos tecidos dos hospedeiros. Entre os efeitos
colaterais, podem ser observados anorexia, vomito, polineuropatia periférica e dermopatia
alérgica, em alguns casos isso pode levar a descontinuidade do tratamento (URBINA;
DOCAMPOQ, 2003).

A acdo desses medicamentos € muito limitada, a cura depende da fase da doenca, da
suscetibilidade da cepa e das condicdes fisiolégicas do hospedeiro (COURA; CASTRO,
2002) e seus usos sdo problematicos em imunodeprimidos e pacientes com HIV (CORTI;
VILLAFANE, 2010; DE ALMEIDA et al., 2011; BERN, 2012). Além do mais apresentam
baixa penetracdo em tecidos e meia-vida relativamente curta (URBINA, 2010). A alta
variabilidade genética (DEVERA et al., 2003; LEWIS et al., 2009; ZINGALES et al., 2009)
tem sido relacionada com casos de resisténcia aos nitros derivados, considerada um
importante fator na baixa taxa de cura no tratamento (VELOSO et al., 2001).

Alem da falta de diversidade de farmacos, também ndo ha disponivel uma vacina
(QUIJANO-HERNANDEZ; DUMONTEIL, 2011). Um dos problemas que dificulta na
obtencdo de uma vacina é a alta variabilidade de glicosilfostadilinositol (GPI) glicoproteinas
ancoradas de superficie de membrana (FERGUSON, 1997; DOS REIS, 2011). Podem alterar
a resposta de macrofagos (DE DIEGO et al., 1997) e induzir linfocitos a apoptose, bem como
mimetizar receptores das células do hospedeiro (GUTIERREZ et al., 2009).

1.5 Metabolismo oxidativo e provaveis proteinas de resisténcia ao estresse oxidativo

Células aerobias vivem em ambientes oxigenados. O metabolismo aerdébio utiliza
oxigénio molecular como aceptor de elétron na producdo de energia por via oxidativa, na qual
ocorre reducdo do oxigénio, ao receber quatro elétrons, e com isso € produzida moléculas de
agua. Entretanto, o oxigénio molecular pode ser parcialmente reduzido a espécies
relativamente estaveis ao receberem um, dois ou trés elétrons, com isso sdo formados anion

superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila, respectivamente (Figura 7). Esses
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também podem ser produzidos em processos de atividade antimicrobiana e sinalizacdo
celular.

O anion superoxido por si s6 ndo € muito reativo, o problema é que esse radical é o
precursor de dois fortes oxidantes. Superdxido pode reagir com oOxido nitrico e produzir
peroxinitrito, agente oxidante e nitrante. Superoxido também é o precursor de perdxido de
hidrogénio. Por isso o anion superdxido atua indiretamente na formag&o do radical hidroxila,
um oxidante nédo especifico que ataca qualquer biomolécula, dado que peroxido de hidrogénio
em presenca de metal de transicdo (por exemplo, ferro) é responsavel pela geracdo do radical
hidroxila (TURRENS, 2004).

O peroxido de hidrogénio pode se difundir facilmente por meio de membranas
celulares, como a membrana nuclear. O radical hidroxila eletrofilico ataca bases nitrogenadas
e desoxirribose, 0 que conduz a ruptura da cadeia de DNA. No caso de proteinas e
aminoéacidos, o radical hidroxila reage com a cadeia lateral desses. O ataque aos aminoacidos
que compbem as proteinas pode gerar clivagens de ligacbes, com isso ocorre perda da
atividade enzimatica e dificuldade no transporte ativo pelas membranas celulares. A oxidacéo
de lipidios, como os acidos graxos, pelo radical hidroxila interfere no transporte ativo e
passivo pela da membrana, também pode ocasionar a ruptura da célula, o que conduz a morte
celular (BARREIROS et al., 2006).

Figura 7: Producéo de espécies reativas de oxigénio a partir da reducdo do oxigénio.

Fonte: Autor.



Introdug&o 26

T. cruz é um parasito intracelular aerobio, por isso tem de evadir ndo somente as
espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas endogenamente pela via respiratoria, como
também tem que se defender das produzidas pelo sistema imune do hospedeiro (MULLER et
al., 2003). InteracOes entre os parasitos e as células dos hospedeiros mamiferos sdo cruciais
para a disseminacdo dos parasitos e o estabelecimento da infecgdo. Macrdfagos sdo células
chaves no controle da infeccdo, produzem oOxido nitrico sintase (iNOs), responsavel pela
geracdo de 6xido nitrico (*NO). O 6xido nitrico ao reagir com anion superéxido (O,*") produz
perdxinitrito (ONOO ), forte oxidante que atua contra o parasito. O perdxinitrito por sua vez
esta relacionado com a geracdo de radical hidroxila (OH®), diéxido de nitrogénio (*NO;) e
radicais de carbonato (COs*~) que podem oxidar lipidios e DNA, bem como participar na
oxidagéo e nitragdo de proteinas (PIACENZA et al., 2009b). A nitracdo de proteinas pode
conduzir a degradacdo por proteases através de proteossomos (GUPTA et al., 2009).

O sistema antioxidante de T. cruz depende de NADPH que € distribuido para uma
variedade de vias enzimaticas detoxificadoras por meio de tripanotiona ditiol [T(SH)z, N*,N°-
bisglutathionylspermidine] e tioredoxina. Apresenta cinco peroxidases que diferem em suas
localizagdes subcelulares e especificidade de substratos. Glutationa peroxidase-I localiza-se
no citosol e glicossoma, enquanto que glutationa peroxidase-1l ocorre no reticulo
endoplasmatico, atuam contra hidroperoxidos e hidroperoxidos-lipidicos, respectivamente.
Triparedoxina peroxidase mitocondrial e citosélica que detoxificam perdxinitrito, peroxido de
hidrogénio e pequenas cadeias organicas de hidroperoxidos. Ascorbato dependente de heme-
peroxidase, ocorre no reticulo endoplasmatico, apresenta acdo contra peroxido de hidrogénio.
Outras enzimas que atuam contra agentes oxidantes sdo superéxidos dismutases, ocorrem no
citosol, mitocondria e glicossoma, atuam na detoxificagcdo de superoxido (PIACENZA et al.,
2012).

Um melhor entendimento dos mecanismos de defesa de T. cruz contra o estresse
oxidativo poderia contribuir na busca por novos alvos e no desenvolvimento de novos
farmacos mais especificos (STEENKAMP, 2002; TURRENS, 2004; IRIGOIN et al., 2008;
PIACENZA et al., 2012). Por isso € importante a identificacdo de genes que séo expressos de
modo diferencial em populagdes de T. cruz suscetivel e resistente (MURTA et al., 2008).
Estudos relatam uma elevacdo no nivel de expressdo de algumas proteinas em cepas
resistentes, quando tratadas com BZ (MURTA et al.,, 2006; NOGUEIRA et al., 2006;
NOGUEIRA et al., 2009), como calpaina, cisteina peptidase, tirosina aminotransferase,
peroxiredoxina, superoxido dismutase, glutamato desidrogenase, nucleoside diphosphate
kinases e old yellow enzyme (ANDRADE et al., 2008).
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1.5.1 Triparedoxina peroxidase

Triparedoxina peroxidase (TXNPx) € uma peroxidase que utiliza triparedoxina,
membro da superfamilia tioredoxina, como fonte doadora de elétron para remover perdoxidos.
TXNPx é um membro da ubiqua familia de peroxiredoxinas, que ndo apresentam grupo
prostético ou ion metalico ligado (CASTRO; TOMAS, 2008).

Em T. cruz, TXNPX caracteriza-se por conter dois dominios conservados de cisteinas
redutoras ativas tipica 2-Cys. Apresenta atividade peroxidase cuja funcdo principal é a
protecdo contra os danos causados por peroxidos, levando a redugdo dos mesmos. A enzima
também catalisa a reducdo de pequenas cadeias de hidroperéxidos organicos a alcool e
também apresenta atividade peroxinitrito redutase (PINEYRO et al, 2005). Em
tripanosomatideos, TXNPx ocorre tanto na mitocondria (mTcTXNPX) como no citosol
(CTCTXNPX) (WILKINSON et. al., 2000; NOGUEIRA et al., 2009).

Para estabelecer a infeccdo, tripomastigotas metaciclicos devem invadir macréfagos e
sobreviver as condicdes altamente oxidativas dentro do fagossomo. TXNPx apresentam um
papel principal na minimizacdo da formacdo de radicais derivados de peroxinitritos, como
anions de OH®, °NO; e CO3*™ , 0 que confere protecdo ao parasito (PIACENZA et al., 2008).
Nos estudos do papel de mTcTXNPx e cTcTXNPX, na invasdo e sucesso na infectividade, o0s
tripomastigotas aumentam a expressao dessas enzimas, demonstrando um importante papel na
sobrevivéncia, replicacdo e diferenciagédo de T. cruz (formas infectivas para as replicativas) o
que poderia constituir-se em fator de viruléncia (PINEYRO et al., 2008; PIACENZA et al.,
2009a).

O nivel de expressédo de mTcTXNPx and cTcTXNPx foi aumentado em epimastigotas,
cepas resistentes, expostos a peroxidos (WILKINSON et al., 2000), H,O, (PIACENZA et al.,
2009a) e BZ (NOGUEIRA et al., 2009).

Em Leishmania donovani, TXNPx mitocondrial protege da morte celular programada,
atua na detoxificacdo e prevencdo contra os danos as proteinas, DNA e lipidios causados por
ERO. Em L. infantum, o0 aumento na expressao de TXNPx citosolica aumentou a resisténcia a
H,0, (HARDER et al., 2006).
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1.5.2 Superoéxido dismutase

Superoxido dismutases (SOD) sdo uma familia ubiqua de enzimas que catalisam a
dismutacéo de anions superdxido (ZELKO et al., 2002). Remove o0 excesso de radical O,° e
o0 converte em O, e H,0, (NOGUEIRA et al., 2006).

Todos os tripanosomatideos apresentam SOD que contém co-fator metalico ferro (Fe)
(IRIGOIN et al., 2008). Existem quatro genes ou isoformas de SOD no genoma de T.cruz
(MATEO et al., 2008), sendo que dois deles foram caracterizados, mitocondrial (mTcSOD) e
citosolica (cTcSOD) (IRIGOIN et al., 2008).

Em formas epimastigotas de T.cruz, o aumento no nivel de expressdo de mTcSOD
ocasiona resisténcia ao estimulo de morte celular programada (PIACENZA et al., 2007).

Em tratamentos de epimastigotas, cepas de T. cruz resistentes a violeta de genciana, foi
demonstrado aumento na expressdo de cTcSOD (TEMPERTON et al., 1998). Também houve
aumento na expressdo de mTcSOD ao expor os parasitos ao BZ (NOGUEIRA et al., 2006;
ANDRADE et al., 2008).

Em experimentos realizados com Entamoeba histolytica, resistentes ao metronidazol, o
nivel de expressdo de SOD aumentou, indicando uma protecao do parasito as agdes toxicas do
anion O,* e H,0, (WASSMANN et al., 1999).

1.5.3 Old yellow enzyme

Old yellow enzyme (OYE) pertence a familia das flavoenzimas (WILLIAMS; BRUCE,
2002). OId yellow enzyme é uma NADPH oxidoredutase que apresenta flavina mono
nucleotideo (FMN) como grupo prostético (MURTA et al., 2006). OYE tem sido identificada
em leveduras, plantas e bactérias, porém, ndo em animais (KUBATA et al., 2002).

Em T. cruz, OYE citosolica (cTcOYE) cataliza a sintese de prostaglandina PGF,, e
reduz substancias tripanossomicidas (KUBATA et al, 2002), naftoquinonas, como
menadione e B-lapachone, nitroheterociclicos, como nifurtimox e benzonidazol (KUBATA et
al., 2002) e komaroviquinone (UCHIYAMA et al., 2005). Embora OYE atue na reducdo de
compostos tripanossomicidas, como as naftoquinonas, a0 mesmo tempo gera o anion de
radical superdxido (KUBATA et al., 2002). Estudos tem demonstrado que moléculas ligantes
ao grupo flavina e que o inibem ocasionam a inibicdo da atividade enzimatica de OYE
(YAMAGUCHI et al., 2011).
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Ainda ndo se sabe por que T. cruz produz PGF2a, também encontrada em T. brucei.
Sabe-se que em mamiferos, prostaglandinas sdo mediadores de respostas fisiologicas e
patologicas, como disfuncdo ovariana, aborto espontaneo, inflamacdo, febre e
imunossupressdo. Em Schistosoma mansoni, prostaglandina esta associada com o processo da
transformacdo da cercaria em esquistossdmulos; enquanto que no protozoario Amoeba
proteus, parece apresentar funcdo sinalizadora durante a fagocitose, porque prostaglandinas
induzem a formacdo de vacuolos (KUBATA et al., 2000).

Cepas de T. cruz resistentes ao BZ aumentam o nivel de expressdo de cTcOYE quando
expostas a esse farmaco (MURTA et al., 2006). Segundo dados publicados, a localizagdo é
citosolica, ndo foi descrita ainda se existe a forma mitocéndrial ou que esteja presente em
outra organela (UCHIYAMA et al., 2005).

1.6 Novas sustancias anti T. cruz

Existe um grande interesse no uso de metais de transicdo, em complexos
organometalicos, nos medicamentos (BIOT et al., 1997). A quimica bioorganometalica
envolve estudo da estrutura e a sintese de complexos organometalicos de importancia
bioldgica, sendo uma das mais promissoras areas 0os organometalicos farmacéuticos (FISH;
JAOUEN, 2003).

Tem se verificado que a adicdo de metais de transicdo na estrutura do farmaco pode
acentuar sua atividade bioldgica (JAOUEN; VESSIERES, 1993; SHARMA; PIWNICA-
WORMS, 1999; SCHATZSCHNEIDER; METZLER-NOLTE, 2006).

Um desses metais € o ferroceno (VAN STAVEREN; METZLER-NOLTE, 2004).
Ferroceno ou di(n’-ciclopentadienil) ferro (11) é um composto estavel (BIOT et al., 1997), um
metaloceno que apresenta um metal de transicdo posicionado perpendicularmente aos dois
aneis aromaticos (ciclopentadienil, cicloheptatrienil ou benzeno). O ferroceno ao ser oxidado
forma o cation ferrocénio (Figura 8) que apresenta um elétron despareado, assim o cation
pode ser considerado um tipico radical livre (NEUSE, 2005). Sabe-se que o ferroceno pode
ser oxidado por H,O,em presenca de peroxidase (EPTON et al., 1977).
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Figura 8: Estrutura do ferroceno e cation ferrocénio.

Fonte: Modificado de Neuse, 2005.

O ferroceno pode ser oxidado por H,O, em meio bioldgico (Figura 9a). A reducéo do
cation ferrocénio, em meio biol6gico, pode ocorrer por meio da acdo controlada do pH do
anion O,°", gerado fotoliticamente, ocorrendo a formacdo de oxigénio (Figura 9b); por meio
da oxidacdo de metaloproteinas (Figura 9c), como plastocianina ou ferrocitocromo c; por
meio da oxidacdo de NADH a NAD+ (Figura 9d); ou por meio da geracdo de radical livre
hidroxila na presenca de glutationa, GSH (Figura 9e) (NEUSE, 2005).

Figura 9: Reacdes de oxidagdo do ferroceno e redugdo do cation ferrocénio.

Fonte: Modificado de Neuse, 2005.

A reacdo da oxidagdo de dihidronicotinamida adenina dinucleotideo (NADH)
demonstra que o cation ferrocénio estd propenso a interferir em reacbes bioldgicas
importantes controladas por enzimas, NADH atua como uma co-enzima para desidrogenases
em processos bioldgicos de reducdo (NEUSE, 2005).

O cation ferrocénio ao formar radical hidroxila pode danificar o DNA, sendo
responsavel pelos efeitos citotoxicos. Embora o mecanismo preciso da citotoxicidade seja
desconhecido, pode-se sugerir que o ferroceno ndo afete 0 DNA diretamente e que o ataque é
devido a formagéo de ERO formadas na reducdo do cétion ferrocénio (NEUSE, 2005).
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A atividade citotoxica de farmaco contra células do cancer de mama foi melhorada
com a adicdo do ferroceno (NEUSE, 2005; HILLARD et al, 2006; HEILMANN et al., 2008),
esse aumento citotoxico também foi verificado para células de micobactéria, Mycobacterium
tuberculosis (RALAMBOMANANA et al., 2008).

Dado que a adicdo de metais de transicdo na estrutura do farmaco pode acentuar sua
atividade biologica (JAOUEN; VESSIERES, 1993), adicionou-se ferroceno na cloroquina
formando a ferroquina (Figura 10) e verificou-se aumento da citotoxicidade para cepas de
Plasmodium spp. resistentes a cloroquina (BIOT et al., 1997; DOMARLE et al., 1998;
DELHAES et al., 2001).

Figura 10: Estruturas dos antimalaricos cloroquina e ferroquina.

Fonte: Modificado de Dubar et al., 2008.

O grupo cloroquinolina ligado a ferroceno e a diamina foi utilizado para a sintese de
estruturas derivadas de diaminas do ferroceno pela equipe da professora Dra. Maria
Domingues Vargas - Departamento de Quimica Orgénica da Universidade Federal
Fluminense (UFF). A sintese de derivados de diaminas do ferroceno baseou-se no fato de que
ferroquina, apresenta grupo cloroquinolina ligado a ferroceno, mostrou atividade citotoxica
maior que cloroquina em cepas de Plasmodium sp. resistentes a cloroquina.

Dado ao exposto, este trabalho analisou as diferencas de suscetibilidade em seis cepas
de formas epimastigotas de T. cruz aos derivados de diaminas do ferroceno (substancias
AAC04, AAC09 e AACI10 que sdo estruturas inéditas), cedidos pela profa. Dra. Maria
Vargas. Realizou-se a avaliagdo da expressdo das proteinas de defesa celular antioxidativas -
(mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE) relacionadas com o aumento na resisténcia a substancias
tripanossomicidas. Também foram realizadas analises com benzonidazol como pardmetro de
comparacdo as respostas de T. cruz aos derivados de diaminas do ferroceno.

O laboratorio trabalha com a forma epimastigota por ser de facil manipulacéo e baixo

custo de manutencdo. Existem dados na literatura com as formas epimastigotas e
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tripomastigotas relacionados com as proteinas do metabolismo oxidativo (ANDRADE et al.,
2008; PIACENZA et al., 2009a), nos quais as cepas resistentes, de ambas as formas,
expressam em maior quantidade tais proteinas. Assim, acredita-se que os resultados obtidos

no presente estudo com epimastigotas podem ser similares em formas tripomastigotas.
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2 OBJETIVOS

No intuito de verificar a possivel acdo dos derivados de diaminas do ferroceno no
metabolismo oxidativo, relacionado com a expressdo das enzimas mTcTXNPx, mTcSOD e
cTcOYE, tidas como fatores de resisténcia a espécies reativas de oxigénio, o presente estudo
avaliou a suscetibilidade das formas epimastigotas das cepas de T cruz a esses derivados e a
diferenca na expressdo dessas enzimas. Também foram analisados tratamentos com

benzonidazol. Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram abordados:

2.1 Avaliagéo de suscetibilidade as estruturas derivadas de diaminas do ferroceno (substancias
AACO04, AAC09 e AAC10) nas formas epimastigotas de cepas de T.cruz (Y, Bolivia, SI1,
SIGR3, SI18 e QMII);

2.2 Avaliagéo da citotoxicidade dos derivados de diaminas do ferroceno em HepG2, modelo
in vitro de célula de mamifero;

2.3 Purificagdo de proteinas recombinantes rmTcTXNPx, rmTcSOD e rcTcOYE;

2.4 Producéo de anticorpos policlonais anti mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE;

2.5 Obtencdo de extratos totais de T. cruz apos tratamentos com os derivados de diaminas do
ferroceno;

2.6 Avaliacdo por Western blotting do nivel de expressdo das proteinas mTcTXNPX,
mTcSOD e cTcOYE presentes nos extratos totais das cepas de T. cruz tratadas e nédo

tratadas com estruturas derivadas de diaminas do ferroceno.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Meio de cultura, solucdes e geis
Meio LIT (liver infusion tryptose):

68,4 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 56,3 mM Na,HPO, ; 111 mM dextrose; 0,3% liver

infusion broth (Invitrogen); 0,5% tryptose. Dissolver com agua destilada. Acertar pH 7,2 com

HCI. Autoclavar a 121 °C por 20 min e 1 atm. Esperar esfriar o meio a temperatura ambiente
e adicionar 10% soro fetal bovino inativado (Gibco) e 1% de 2,5 mg/mL haemin (Sigma),
previamente dissolvido em 50 mM NaOH e filtrado com filtro de 0,22 um (TPP).

Corante Coomassie brilliant blue R-250:

0,1% Coomassie brilliant blue; 40% etanol; 10% de acético glacial

Descorante:

40% etanol; 10% é&cido acético glacial

DAB:
1 mg/mL DAB; 0,05 M Tris-HCI pH 8,0

MTT e PMS:
2,5 mg/mL MTT (Sigma); 0,22 mg/mL PMS (Sigma)

SDS-PAGE 15% (gel de separagéo):
5% acrilamida+40% bis-acrilamida; 12,7% de 1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS
10%; 0,1% PSA 10% (Sigma); 0,1% TEMED (GE Healthcare)

SDS-PAGE 10% (gel de separacéo):
5% acrilamida+40% bis-acrilamida; 12,7% de 1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS
10%; 0,1% PSA 10%; 0,1% TEMED

SDS-PAGE 5% (gel de empilhamento):
5% acrilamida+40% bis-acrilamida; 12,7% de 1 M Tris-HCI pH 6,8; 0,1% SDS 10%;
0,1% de PSA 10%; 0,1% TEMED
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Luminol:
15 mg/mL &cido p-cumérico (diluido em DMSO); 44 mg/mL luminol (diluido em
DMSO0); 10% de 1M Tris-HCI pH 8,5

Tampao de amostra (acompanhar amostra na eletroforese):
125 mM Tris-HCI pH 6,8; 5% SDS 10%; 25% glicerol; 2,5 mg/mL azul de
bromofenol; 250 mM DTT

Tampéo de transferéncia:
48 mM Tris; 39 mM glicina; 0,037% SDS; 20% metanol

Tampao para extrato total:
7 M ureéia; 2 M thiouréia; 40 mM Tris; 4% CHAPS (Sigma); 0,1 mg/mL PMSF

(previamente dissolvido em isopropanol); 2 pug/ mL pepstatina, 10 pg/mL leupeptina e 10

ug/mL aprotinina

Tampéo PBS:
130 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 10 mM Na;HPOq4; 1,7 mM KH,PO,

Tampdéo TBS:
50 mM Tris; 150 mM NaCl

Tampao tris glicina:
5 mMTris; 50 mM glicina; 0,02% SDS 10%

Tampdo tris wash:
100 mM NaCl; 3 mM MgCly; 20 mM Tris-HCI pH 7,5

Tampoes para purificacdo de proteinas recombinantes:

Tampdo de solubilizagdo: 6 M uréia; 50 mM Tris pH 8,0; 2 MM DTT

Tampéo de lavagem: 50 mM NaH,PO, pH 8,0; 300mM NaCl; 20mM imidazol; 6 M

uréia
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Tampéo de eluicdo: 50mM NaH,PO, pH 8,0; 300mM NaCl; 500 mM imidazol; 6 M

uréia
3.2 Cultivo de parasitos

As formas epimastigotas de T. cruz utilizadas neste trabalho foram as cepas Y
(SILVA; NUSSENZWEIG, 1953), Bolivia (FUNAYAMA; PRADO JUNIOR, 1974), Santo
Indcio 1 (ROSA et al., 2004), Quarai Il (MARTINS et al., 2008), Santo Inacio 3 e Santo
Indcio 8 (RIMOLDI et al., 2012). Todas foram cultivadas a 28 °C em meio LIT - liver
infusion tryptose (FERNANDES; CASTELLANI, 1966), suplementado com 10% soro fetal
bovino inativado (Invitrogen). As cepas Santo Inacio 1, 3 e 8 e Quarai Il foram cedidas
gentilmente pelo professor Dr. Jodo Aristeu da Rosa - Departamento de Ciéncias Biologicas

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP).

3.3 Avaliacéo de suscetibilidade as estruturas derivadas de diaminas do ferroceno em T.

cruz e toxicidade em células de mamiferos HepG2

A técnica  colorimétrica  do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide; Sigma), desenvolvida por Mosmann em 1983 e modificada por
Cotinguiba et al. (2009) para ensaios citotoxicos in vitro com formas epimastigotas de T.
cruz, foi utilizada para os testes de suscetibilidade as estruturas derivadas de diaminas do
ferroceno, denominadas substancias AAC04, AAC09 e AAC10 (Figura 11).

Figura 11: Sintese dos derivados de diaminas do ferroceno.

- N HE 1. MeCH, Ar R. ,Ki z,i *
. R-CHO 2 NaBHy, HaO TN 2
— 3. HCI 6 mal/L o
R= GCeHs =
AACDY Pyl 3CI)
AAMCOT 2-OMeCsH,
AACID  4(R)»T-chloroguinaline

Fonte: Modificado de Francisco, A. I. et al. (dados néo publicados).
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O sal MTT é reduzido a formazan (forma um precipitado roxo) pela acdo da succinato
desidrogenase, presente na mitocondria de célula viavel; assim quanto mais escura estiver a
solucéo, maior a viabilidade celular ou a atividade metabolica (MUELAS-SERRANO et al.,
2000).

Os testes foram realizados em triplicata numa placa de poliestireno de 96 pocos (placa
ELISA). Os testes iniciaram-se com culturas na fase log de crescimento, 1.10" parasitos/mL,
contagem feita em camara de Neubauer. As substancias AAC04, AAC09 e AAC10 e BZ (N-
benzyl-2-nitro 1H-imidazol-1-acetamide; Sigma) estoques a 20 mg/mL foram diluidos em
DMSO (dimethylsulfoxide; Sigma) para as concentracdes desejadas. Sao feitos trés controles:
meio mais substancia, somente parasitos e somente meio (Figura 12). A partir dos valores de
absorbéncia, leitura a 595 nm em espectrofotdmetro (Microplate Reader 550; BioRad), foram
obtidas as porcentagens de T. cruzi mortos, a partir dessas porcentagens foram calculados os
valores de concentragéo inibitoria de 50% (Clso) de acordo com Cotinguiba et al. (2009). Para
o calculo empregou-se o programa Origin 7.0 (WASS, 2002), com isso foram obtidos 0s

valores de Clsgdas estruturas derivadas de diaminas do ferroceno.

Figura 12: Ensaio citotoxico com as formas epimastigotas das cepas de T. cruz.

Fonte: Autor.
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As células derivas de hepatoma humano, HepG2, simulam funcdes detoxificadoras de
hepatécitos (JAVITT, 1990), por isso tem sido utilizada em estudos sobre a acdo
citoprotetora a agentes toxicos e as vias metabdlicas de farmacos (WILKENING et al., 2003;
MERSCH-SUNDERMANN, 2004).

Foram utilizadas as células HepG2, modelo in vitro de células de mamiferos, para
avaliar a citotoxicidade dos derivados de diaminas do ferroceno. A partir dos valores de Clsg
para HepG2 foi avaliado o indice de Seguranca (IS) das substancias AACO04, AACO9,
AAC10 para células de mamiferos. Também foi calculado o valor de IS para benzonidazol
para comparar a toxicidade. Essa parte do trabalho foi realizada em colabora¢do com a equipe
da professora Dra. Vera Lucia Isaac - Departamento de Farmacos e Medicamentos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP). O protocolo utilizado foi o descrito por
Chiari et al. (2012). Para o célculo do IS foi considerado apenas os valores de Cls obtidos

para a cepa Y, cepa padrdo, como demonstrado abaixo:

IS = Clso HepG2 / Clsp T. cruz (cepaY)

3.4 Clonagem e producéo de proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes utilizadas neste trabalho foram obtidas durante o trabalho
de iniciacdo cientifica de Kohatsu (2011) realizado no laboratorio de Imunologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP), sob a orientacdo da professora Dra. Regina
Cicarelli.

Para a obtengdo das proteinas recombinantes foram amplificadas ORF (open reading
frame) das sequéncias que se encontram no GenBank, os niUmeros de acesso sdo: CAA06923
(mMTcTXNPx), AAX84936 (mTcSOD) e U31282 (cTcOYE). Para a amplificagdo foram
utilizados primers especificos (Tabela 1) construidos com o auxilio dos programas Gene
Runner V 3.05 (NICHOLAS; NICHOLAS, 1997) e NEB Cutter V 2.0 (VINCZE et al., 2003).
As sequéncias apresentam na extremidade da regido 5’ sitio de restri¢do para a enzima Ndel

(BioLabs) e Hindlll (Pharmacia Biotech), importantes para a realizacdo da subclonagem.
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Tabela 1: Primers utilizados para a amplificacdo das sequéncias nucleotidicas

Sequéncia dos oligonucleotieos (sitio da enzima de

Iniciador restricio esta sublinhado) Enzima de restrigédo
mTcTXNPX-S 5’-ATCATATGTTTCGTCGTATGGCCGTG-3’ Ndel
MTcTXNPx-AS 5’-CGAAGCTTTCATGCGTTTTTCTCAAAATATTC-3 Hindlll
mTcSOD-S 5’-TTCATATGTTGAGACGTGCGGTG-3’ Ndel
mTcSOD-AS 5’-AAGCTTTCACAAAGTCCTTGTAGTACG-3’ Hindlll
cTcOYE-S 5’-TACATATGGCGACGTTCCCTGAACTTC-3’ Ndel
cTCOYE-AS 5’-CTAAGCTTTACGTCGGGTAATCGTTGTATC-3’ Hindl

Fonte: Kohatsu, 2009.

As sequéncias das enzimas foram inseridas no vetor de clonagem pGEM-T Easy
System (Promega) e sequenciadas em sequenciador automatico ABI PRISM 377 DNA
Sequencer (Applied Biosystems). As analises das sequéncias obtidas foram feitas por meio do
BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990), disponivel no NCBI
- National Center of Biotecnology Information (www.nchi.nlm.nih.gov). Dada a confirmacéo
da clonagem, seguiu-se com a digestdo por meio as enzimas Ndel e Hindlll. Apds purificacdo
dos DNAs, as sequéncias foram inseridas em vetor de expressdo pET28a (Novagen) e
transformadas em E.coli BL21 (DE3) pLysS. Esse vetor de expressdo adiciona na regido N-
terminal das proteinas recombinantes uma cauda de 6 histidinas (His-tag). A His-tag auxilia
na purificacdo das proteinas recombinantes ao interagir com o ligante (NiSO,4) da coluna de
cromatografia.

A inducdo da expressdo das proteinas recombinantes foi feita com 0,4 mM IPTG
(isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside; Sigma), a cultura foi incubada a 37 °C e sob agitacéo
a 200 rpm overnight. A expressdo e a solubilidade das proteinas foram verificadas por meio
de gel de poliacrilamida, SDS-PAGE 15% (LAEMMLI, 1970), corado com 0,1% Coomassie
brilliant blue R-250 (Merck), e posteriormente descorado para a visualizagdo das bandas. A
expressao e a solubilidade também foram verificadas por meio de Western blotting, foi
utilizado anticorpo monoclonal anti His conjugado a peroxidase 1:20.000 (Sigma) e a
revelacdo feita com 1 mg/mL DAB (3,3 -diaminobenzidinetetrahydrochloride; Sigma). Para
identificacdo do tamanho das proteinas foi utilizado marcador molecular (Precision Plus
Protein Standards; BioRad).

Apos a confirmacdo da expressdo, procedeu-se a lise celular por sonicacao pulsada
(550 Sonic Dismembrator; Fisher Scientific), 5 s sonicando e 9 s de pausa num tempo total de

2 min. A seguir foi realizada centrifugacéo (4 °C por 15 min e 30.000 x g) para a separagdo
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das fragdes sollvel (sobrenadante) e insolivel (sedimento). Os clones positivos que
continham a ORF em pET28a foram armazenados com glicerol a - 80 °C para usos

posteriores.

3.5 Purificacdo das proteinas recombinantes

Os clones, contendo a ORF de mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE em pET28a, foram
induzidos para a obtencdo das proteinas recombinantes como descrito anteriormente. As
proteinas recombinantes obtidas, por estarem em fracdo insollvel, foram solubilizadas com
tampdo de solubilizacdo. A seguir, procedeu-se a purificacdo das proteinas recombinantes,
realizada por meio do cromatografo Akta CLFP (Amersham Biosciences) segundo as
especificagdes do fabricante. As fracOes obtidas foram analisadas em gel de SDS-PAGE 15%
corado com 0,1% Coomassie brilliant blue R-250 (Merck), que foi em seguida foi descorado
para a visualizacdo das bandas. Para identificacdo do tamanho das proteinas foi utilizado
marcador molecular (Precision Plus Protein Standards; BioRad).

Apos a purificagdo das proteinas recombinantes, realizou-se a didlise. As membranas de
dialise foram fervidas em 500 mL de &gua destilada por 5 min com 1 mM EDTA pH 8,0. A
seguir as amostras foram acondicionadas nas membranas e deixadas em 1000 mL de solucao
tampao PBS sob leve agitacdo a 4 °C overnight. No caso das amostras provenientes de bandas
recortadas dos géis, estes foram deixados a 4 °C por 15 min sob leve agitagio em solucéo 0,25
M KCI, para a posterior excisdo das bandas. Apos a retirada das bandas, estas foram
maceradas e ressuspensas com 2 mL de tampdo de eluicdo da purificacdo, e a seguir
prosseguiu-se com a dialise. Apds a didlise, uma parte das amostras foi utilizada para a
obtencdo dos anticorpos policlonais, enquanto que a outra foi armazenada a - 80 °C para usos

posteriores.

3.6 Producéo de anticorpos policlonais

O protocolo utilizado e aprovado pela Comissdo de Etica Para Uso de Animais -
CEUA - (CEP/FCF/CAr n° 04/2011) consistiu em: utilizar trés coelhos machos jovens (5 - 6
meses) para a indugéo da producdo de anticorpos anti mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE. Para
tanto, foram inoculados 200 pg/mL de cada proteina recombinante com adjuvante completo
de Freund (BD Difco) por via intradérmica, na proporcao V:V. Aos 15 e 30 dias da primeira
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inoculacdo, nova dose de proteina recombinante foi injetada com adjuvante incompleto de
Freund (BD Difco) pela mesma via, na mesma concentracdo e proporcao descrita. Antes de
iniciar as inoculagdes amostras de sangue da orelha do animal foram extraidas para obtengéo
do soro pre-imune. As amostras de sangue foram centrifugadas por 15 min, 4.000 x g a 4 °C
para a obtencdo dos soros. A verificacdo da producdo de anticorpos policlonais anti
MTCTXNPX, mTcSOD e cTcOYE foi realizada por Western blotting, utilizando anticorpo
antiproteina A conjugado a peroxidase 1:5.000 (Sigma), a revelacdo foi realizada com 1
mg/mL DAB (3,3 -diaminobenzdinetetrahydrochloride; Sigma). Para tanto foram utilizadas
diferentes concentragdes dos anticorpos (1:20, 1:100 e 1:500) para verificar se reagem com 3
Mg de proteinas recombinantes purificadas e nativas, estas provenientes de extrato total de T.
cruz dacepay.

3.7 Periodo de exposicdo as estruturas derivadas de diaminas do ferroceno

Para saber qual o periodo em que as cepas de T. cruzi se encontravam na fase log de
crescimento (1.107 parasitos/mL) estabeleceram-se curvas de crescimento. Os tempos de
exposicdo das cepas de T. cruz as estruturas derivadas de diaminas do ferroceno foram de 6 e
24 h.

Nos experimentos realizados anteriormente no laboratorio utilizando BZ (dados néo
publicados) foram construidas curvas de crescimento para verificar 0s tempos de exposicao
com BZ a serem empregados na avaliacdo do nivel de expressdo das enzimas. Para tanto
foram utilizadas as culturas das cepas Y e Bolivia, consideradas, respectivamente segundo
Passerini (2008), como padrdo menos e mais resistente ao BZ. Para tanto, os parasitos foram
tratados com BZ por 24, 48 e 72 h. No tratamento por 72 h os parasitos perdiam a viabilidade,
ou seja, morriam; portanto os periodos de exposicdo seriam por 24 e 48 h. Inicialmente 0s
tempos foram 24 e 48 h com base nas curvas de crescimento obtidas. Porém, ao serem
realizados os testes prévios por Western botting com os extratos totais de T. cruz, verificou-se
que ndo era possivel realizar a analise da expressdo das enzimas se as cepas de T. cruz
fossem induzidas até o tempo de 48 h, dada a dificuldade na visualizacdo das bandas no
blotting (dados ndo mostrados). Por isso, 0s tratamentos com BZ e os derivados de diaminas

do ferroceno foram por 6 e 24 h (Figura 13).
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Figura 13: Periodo de tratamento dos parasitos com BZ.

Fonte: Autor.

3.8 Inducéo da expressdo das enzimas das cepas de T. cruz tratadas com as estruturas

derivadas de diaminas do ferroceno

Os testes foram iniciados com 1.10" células/mL, cultura em fase log de crescimento.
Nos tratamentos com as estruturas derivadas de diaminas do ferroceno e BZ (N-benzyl-2-nitro
1H-imidazol-1-acetamide; Sigma), as concentracfes utilizadas foram as Clsy das cepas. O
grupo controle negativo foi exposto ao DMSO (dimethylsulfoxide; Sigma) na mesma
concentracdo que 0 grupo tratamento recebeu das estruturas derivadas de diaminas do
ferroceno. O grupo controle positivo foi exposto ao H,O, (perdxido de hidrogénio 30% PA,;
Merck), na concentracdo de 20 uM segundo Finzi et al. (2004). BZ foi empregado como
controle para verificar se havia diferenca de expressao entre os tratamentos com BZ e os
derivados de diaminas do ferroceno. As culturas, volume final de 25 mL, foram mantidas sob
tratamento por 6 e 24 h a 28 °C (Figura 14).
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Figura 14: Tratamentos de T. cruz para expressarem as proteinas mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE.
As concentragOes utilizadas dos derivados de diaminas do ferroceno (DF), benzonidazol (BZ) e
dimethylsulfoxide (DMSQ) foram as referentes aos Clso de cada cepa, para H,0, foi de 20 uM. 6 H e
24 H =6 e 24 horas de tratamento.

Fonte: Autor.

3.9 Obtencao dos extratos totais de proteinas das cepas de T. cruz

As culturas provenientes dos tratamentos por 6 e 24 h a 28 °C foram centrifugadas a
temperatura ambiente, por 15 min a 3.000 x g. O precipitado obtido foi ressuspenso com o
tampao tris wash e centrifugado, nas mesmas condicGes descritas e repetido por duas vezes.
Para a lise foi utilizado tampdao segundo Parodi-Talice et al. (2004), acrescido de inibidores de
proteases: 2 ug/ mL pepstatina, 10 pg/mL leupeptina e 10 pg/mL aprotinina. Os parasitos
foram deixados sob leve agitacdo constante (260 H; Adamo) por 2 h a 4 °C para a lise celular.
A seguir, as amostras foram centrifugadas, a temperatura ambiente por 15 min a 3.000 x g,

para a obtencdo dos extratos totais, sobrenandante (Figura 15).
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Figura 15: Obtencdo dos extratos totais de T. cruzi tratados para expressarem as proteinas
MTCTXNPX, mTcSOD e cTcOYE. 0 H = tempo inicial, 6 H e 24 H = 6 e 24 horas de tratamento.

-al.,

2 pg/
na, 10
MSF)

Fonte: Autor.

3.10 Quantificacdo de proteinas

A concentragdo das proteinas presentes nos extratos totais foi avaliada com reagente
de Bradford (BioAgency), leitura realizada a 595 nm (DU 530 Life Science UV/Vis
Spectrophotometer; Beckman), segundo orientagcdes do fabricante. Para a obtencdo da curva
padrdo foi utilizado SAB (soro albumina bovina) nas seguintes concentragdes: 2 mg/mL; 1
mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL, diluidas em &agua deionizada (Milli-Q;
Merck Millipore).

3.11 Western blotting

Nas amostras dos extratos totais foi adicionado tamp&o de amostra contendo 250 mM
DTT (dithiothreitol), aquecendo-se a 96 °C por 10 min. A seguir, foi realizada eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), com 150 V a 4 °C. Para a eletroforese foi utilizado o
tampéo Tris-glicina. ApoOs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
PVDF (polyvinylidene fluoride; GE Healthcare), com 50 V e 0,8 mA/cm?, por 1 h a 4 °C. Para

esse procedimento foi utilizado o tampéo de transferéncia. Para a transferéncia realizou-se o
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seguinte: uma camada de papel filtro, gel, membrana e uma camada de papel filtro, todos
umedecidos em tampéo de transferéncia. Antes de realizar a transferéncia a membrana foi
ativada primeiro com metanol (PA; Synth) e depois com o tampéo de transferéncia por 5 min
cada, a temperatura ambiente. Apés a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solucéo
5% de leite desnatado dissolvido em tamp&o TBS por 1 h a 25 °C, sob leve agitagdo. A seguir,
incubada com anticorpo policlonal diluido em solucdo 2% de leite desnatado, a 4 °C por 18 h,
sob leve agitacdo. No dia seguinte, a membrana foi lavada com tampédo PBS contendo 0,1 %
Tween-20, por trés vezes e 5 min cada, sob leve agitacdo. Incubou-se a membrana com
anticorpo anti-1gG de coelho conjugado a peroxidase 1:5.000 (Sigma), por 1 h a temperatura
ambiente, sob leve agitacdo. Novamente, a membrana foi lavada como descrito. A seguir, foi
realizada a revelacdo com 2,5 mM luminol (Sigma) numa sala escura (Figura 16). Para
identificacdo do tamanho das proteinas foi utilizado marcador molecular (ColorPlus
Prestained Protein Ladder; New England).

Figura 16: Quantificacdo das proteinas presentes nos extratos totais e avaliacdo de expressdo das
proteinas mTcTXNPX, mTcSOD e cTcOYE.

Fonte: Autor.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagdo de suscetibilidade das cepas de T. cruz as estruturas derivadas de

diaminas do ferroceno e toxicidade em HepG2

A citotoxicidade in vitro aos derivados de diamina do ferroceno (Figura 17)
apresentou maior atividade em relagdo ao BZ. A partir dos valores das absorbancias, foram
calculadas as porcentagens de parasitos mortos. Por meio do programa Origin V.7.0 obteve-se
a concentracdo das substancias referente a Clso. Os valores de Clsp (Tabela 2) representam as
médias de triplicatas.

A substancia AACO09 foi a mais citotoxica para os parasitos. Os resultados obtidos
demonstram que cada cepa apresenta um valor de Cls diferente para cada substéncia. Os
valores variaram (uUM) de 2,21 a 15,20 para a substancia AACQ9, de 2,74 a 35,90 para a
substancia AAC04 e de 9,20 a 20,20 para a substancia AAC10, enquanto que para BZ foram
de 27,28 a 105,28.

Figura 17: Estruturas dos derivados de diaminas do ferroceno.

_~(.'

v
Fe 4
AACO4 A AACO9 . AAC10 s
-

Fonte: Modificado de Francisco, A. I. et al. (dados néo publicados).

Os valores de Indice de Seguranca (IS) dos testes com HepG2 (Tabela 3), obtidos a
partir da relacdo entre Clsp de HepG2 e Clso de T. cruz (cepa Y), indicaram que os dois
derivados de diaminas do ferroceno (substancias AAC09 e AACO04) apresentam nivel de
seguranca aceitavel, pois estdo acima de 10. Entretanto, o valor de IS para a substancia

AAC10 apresentou valor menor que 10.



Resultados ol

Tabela 2: Avaliacao da suscetibilidade das cepas de T. cruz, formas epimastigotas, a diaminas do
ferroceno e benzonidazol

Cepas Clso uM
AACO09 AAC04 AAC10 BZ
Y 2,21 2,74 12,10 34,62
SI1 10,80 14,30 9,20 27,28
SI8 10,80 35,90 20,20 58,40
QMIlI 15,20 33,97 15,60 63,78
Bolivia 13,40 33,97 12,10 96,06
SIGR3 13,40 33,97 20,20 105,28

Fonte: Autor.

Tabela 3: Concentragdo inibitoria (Clsp) de HepG2 e indice de seguranga (1S)

Compostos Cls IS
AACO09 32,26 14,60
AAC04 85,45 22,85
AAC10 20,31 1,58

BZ 2126,16 62,53

Fonte: Autor.

4.2 Purificacdo de proteinas recombinantes

A confirmagdo da purificacdo da proteina recombinante rmTcTXNPx (25,5 kDa)
demonstrou excelente grau de pureza, pois ndo foram observadas bandas contaminantes. A
proteina purificada foi usada para a producdo de anticorpos policlonais em coelhos. No caso
das amostras de rmTcSOD e rcTcOYE foram recortadas as bandas de aproximadamente 24
kDa e 43 kDa, respectivamente e, posteriormente inoculadas em coelhos para a producéo de

anticorpos policlonais (Figura 18).
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Figura 18: Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes. SDS-PAGE 15% corado pelo
Coomassie brilliant blue R-250. (1) Marcador molecular; (2) fracdo de proteina ndo purificada; (3)
fragdes contendo as proteinas recombinantes purificadas, mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE. As setas
verticais indicam as amostras usadas na producao de anticorpos e as horizontais os valores dos pesos
moleculares das respectivas proteinas recombinantes.

mlelXNPx =0

Fonte: Autor.

4.3 Obtencéo de anticorpos policlonais

Através de andlises por Western blotting foi possivel confirmar a producdo dos
anticorpos policlonais das proteinas recombinantes rmTcTXNPX, rmTcSOD e rcTcOYE
(Figura 19). Para tanto, os anticorpos obtidos, diluidos em diferentes concentragdes, foram
incubados com amostras de proteinas recombinantes e também com as provenientes de

extrato total da cepa Y (cepa modelo) de T. cruz.
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Figura 19: Reacdo de Western blotting dos anticorpos policlonais com as proteinas recombinantes (A-
C) e extratos totais da cepa Y de T. cruzi (D-F). (A) Anti mTcTXNPx e rmTcTXNPx (25,5 kDa). (B)
Anti mTcSOD e rmTcSOD (24 kDa). (C) Anti cTcOYE e rcTcOYE (43 kDa). (D) Anti mTcTXNPx e
extrato total. (E) Anti mTcSOD e extrato total. (F) Anti cTCOYE e extrato total. As setas indicam as
proteinas. PR: proteina recombinante; PN: proteina nativa.
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Fonte: Autor.

Uma vez observada a producdo dos anticorpos de interesse, amostras de sangue foram
coletadas ap6s 15 dias da segunda inoculacio para uso posterior e 0s soros mantidos a - 80 °C
até o momento de uso.

Os anticorpos policlonais assim obtidos foram utilizados para avaliar as possiveis
diferencas no nivel de expressdo das proteinas - mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE -
envolvidas na resisténcia do parasito ao estresse oxidativo produzido com os derivados de
diamina do ferroceno.

4.4 Curvas de crescimento e tratamentos das cepas de T. cruz
As cepas de T. cruz levaram sete a oito dias para entrar em fase log de crescimento

(Figura 20). A partir das culturas de sete dias foram estabelecidas as culturas para o0s
tratamentos com os derivados de diaminas do ferroceno.
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Figura 20: Curvas de crescimento das cepas epimastigotas de T.cruzi em meio LIT.

Fonte: Autor.

4.5 Expressdo das enzimas apos exposi¢cdo aos derivados de diaminas do ferroceno e
benzonidazol

Pode-se observar nitidamente que houve diferengas no comportamento de cada cepa
estudada relativamente a expressdao de mTcTXNPx (Figura 21, Tabela 4) ap6s tratamento
com a substancia AAC10 e BZ por 6 e 24 horas.

A proteina recombinante rmTcTXNPx de 25,5 kDa foi usada nos experimentos para
indicar o tamanho esperado no extrato total. A auséncia de bandas de 25,5 kDa nos extratos,
pode ser devido a baixa expressdo da proteina nos parasitos. Como controle positivo da
expressdo, utilizou-se H,O,, sendo esperado o aumento na producdo de mTcTXNPx. A
concentracdo de H,O, de 20 uM, descrita como ndo letal para as cepas utilizadas por Finzi et
al. (2004), demonstrou-se tdxica para as cepas usadas no presente estudo.

Todas as cepas mostraram banda de polipeptidio em torno de 58 kDa em amostras ndo
tratadas que receberam apenas DMSO (controle negativo). Apenas a cepa SI8 mostrou
aumento da expressdo desse polipeptidio relativamente as outras cepas em amostras ndo
tratadas. As cepas Y e QMII expressaram esse polipeptidio nos tratamentos com H,0O,. Na
cepa SI8 esse polipeptidio foi mais expresso em amostras tratadas com BZ do que com a
substancia AAC10. As cepas Bolivia e QMII praticamente apresentaram a mesma expressao
desse polipeptidio quando tratadas com substancia AAC10 e BZ. A cepa Y mostrou maior
expressao desse polipeptidio no tratamento com a substancia AAC10 em comparacdo com
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outras cepas. Além disso, chama a atencdo que, apenas nas amostras da cepa Y tratadas com
BZ, houve expressdo visivelmente maior do polipeptidio do que quando tratada com
substancia AAC10 e mesmo néo tratada.

Foram encontradas bandas proximas de 58 kDa para todas as cepas tratadas com
benzonidazol, enquanto que entre 58 e 80 kDa apenas para SIGR3. Apenas em QMII foi
expressa uma banda de polipeptidio de aproximadamente 23 kDa na amostra ndo tratada em
24 horas. Um polipeptidio de 30 kDa foi também reconhecido pelo anticorpo somente na
cepa Y tratada com substancia AAC10 em 24 horas, assim como nhas amostras sem
tratamento. Enquanto que as cepas Bolivia e QMII mostraram polipeptidio que varia de 30 e
46 kDa nas amostras sem tratamento, mas somente a cepa QMII mostrou esse polipeptidio
em 24 horas de tratamento com a substancia AAC10.

No tratamento com benzonidazol verificou-se que apenas na cepa Y, nitidamente,
houve aumento da producdo da enzima em 24 horas de tratamento. No tratamento com
benzonidazol ndo foi observada a banda de 25,5 kDa para as outras cepas.

Nos tratamentos com as substancias AAC04 e AAC09 ndo foram observadas bandas
referentes aos polipeptidios de 30 e 58 kDa para a cepa Y como ocorreu com a substancia
AAC10. Também ndo foi observada a banda de 25,5 kDa (Figura 22).

Nos tratamentos com as substancias AAC04 e AAC09 somente foi possivel a
aplicacdo de amostras de extratos totais da cepa Y, pois, para as outras cepas a concentracao
de 10 pg para mTcTXNPx e 3ug para cTCOYE ndo permitiu qualquer avaliacdo. Dado a
dificuldade na obtencéo dessas enzimas, visto que foram expressas em menor quantidade, ndo

foi possivel sua revelacdo nos blots.
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Figura 21: Western blotting dos extratos totais (10 pg/poc¢o) das cepas de T. cruzi tratadas com as
substancia AAC10 e BZ e revelado com anticorpo anti mTcTXNPx (1:400). OH = tempo inicial, BZ

= benzonidazol e rmTcTXNPx= mTcTXNPx recombinante. A seta horizontal indica rmTcTXNPXx de
25,5 kDa.
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Fonte: Autor.
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Figura 22: Western blotting dos extratos totais (10 pg/poco) da cepa Y de T. cruz tratada com as
substancias AAC04 e AACO9 e revelado com anticorpo anti mTcTXNPx (1:400). OH = tempo inicial
e rmTcTXNPx= mTcTXNPx recombinante. A seta horizontal indica rmTcTXNPx de 25,5 kDa.

R

Fonte: Autor.

Na avaliacdo da producdo da enzima cTcOYE, observou-se que foi mais expressa do
que mTcTXNPx. Por isso, foram necessarios testes com diferentes concentragcdes para que
fosse possivel a visualizagdo de bandas por Western blotting. Em vista disso, foram utilizados
3u1g/poco ao invés de 10 pg/poco, bem como a diluicdo do anticorpo de 1/600 ao inves de
1/400.

Né&o foram observadas bandas de 43 kDa, tamanho esperado de cTcOYE, nos extratos
totais (Figura 23; Tabela 5). Essa auséncia de bandas pode também ser devido a baixa
expressdo, como ocorreu com mTCcTXNPX.

Em todas as cepas, exceto QMII, o anticorpo reconheceu polipeptidios de
aproximadamente 46 kDa e 58 kDa. No entanto, para as cepas Sl1 e SI8, ndo foram
observadas essas bandas nas amostras tratadas com H,0,. Ao passo que para SIGR3, essas
bandas ndo foram visualizadas apenas no tratamento com H,O, com 24 horas de exposicéo.
Também foi identificada, apenas para a cepa SIGR3, polipeptidio de aproximadamente 175
kDa, exceto nas amostras provenientes de tratamento com H;0,.

Observou-se diferencas na expressao de cTcOYE apds tratamento com a substancia
AAC10 e benzonidazol. O benzonidazol produziu na cepa SIGR3 maior expressdo dos
polipeptidios de 46 kDa e 58 kDa, respectivamente. Enquanto que esses polipeptidios ndo
foram visualizados nas cepas Sl1, SI8 e QMII. No caso de QMII notou-se, praticamente, que
ndo ocorre diferenca na expressdo apds tratamento com as substancias AAC10 e

benzonidazol.
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No tratamento com a substancia AAC09, a cepa Y apresentou polipeptidio de 175
kDa (Figura 24). Esse polipeptidio ndo foi visualizado nos tratamentos com as substancias
AAC10 e AACO4 e benzonidazol para a mesma cepa.

Figura 23: Western blotting dos extratos totais (3 pg/poco) das cepas de T. cruz tratadas com as
substancia AAC10 e BZ e revelado com anticorpo anti cTcOYE (1:600). OH = tempo inicial, BZ =
benzonidazol e rcTcOYE = cTcOYE recombinante. A seta horizontal indica rcTcCOYE de 43 kDa.
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Fonte: Autor.
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Figura 24: Western blotting dos extratos totais (3 pg/poco) da cepa Y de T. cruz tratada com as
substancias AAC04 e AACO09 e revelado com anticorpo anti cTcOYE (1:600). OH = tempo inicial e
rcTcOYE = cTcOYE recombinante. A seta horizontal indica rcTcOYE de 43 kDa.

¥
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Fonte: Autor.
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As figuras 25 a 28 apresentam o0s géis de poliacrilamida, SDS-PAGE 10%,
demonstrando as respectivas concentragdes aplicadas de extratos em cada poco, 10 pg/pogo
(Figuras 25 e 26) e 3 pg/poco (Figuras 27 e 28), respectivamente, para garantir que as
diferencas nas expressdes das proteinas ndo fossem devido a problemas na quantidade de

amostra aplicada no gel.

Figura 25: SDS-PAGE 10 % corado por Coomassie Blue dos extratos totais (10 g/po¢o) das cepas de
T. cruz tratadas com as substancia AAC10 e BZ. OH = tempo inicial, rmTcTXNPx = mTcTXNPx

recombinante e BZ = benzonidazol.

10 AACIO HO, HO, B
& M &

Fonte: Autor.
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Figura 26: SDS-PAGE 10 % corado por Coomassie Blue dos extratos totais (10 pg/pogo) da cepa Y

de T. cruz tratada com as substancias AAC04 e AAC09. OH = tempo inicial e rmTcTXNPx =
mTcTXNPx recombinante.

Fonte: Autor.

Figura 27: SDS-PAGE 10 % corado por Coomassie Blue dos extratos totais (3 pug/poco) das cepas de

T. cruz tratadas com a substancia AAC10 e BZ. OH = tempo inicial, rcTcCOYE = cTcOYE
recombinante e BZ = benzonidazol.

s ¥

o DMSO DMSO AMCIE AMCH HO. RO H DASO MBS0 AACH AACI rTAVE

W -
Bokivia Qi

i DASO DMSO  AACI AMCH HO, WO, B2 B RROVE H DMSO DMSO AACH AACIH HO,

Pff7E

[

Fonte: Autor.
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Figura 28: SDS-PAGE 10 % corado por Coomassie Blue dos extratos totais (3 pg/pogo) da cepa Y de
T. cruz tratada com as substancias AAC04 e AAC09. OH = tempo inicial e rcTcOYE = cTcOYE
recombinante.

ki o Dhiss MO 1O [y RACM AADH AACE asc rldAE
g i} ! g 14 g an

Fonte: Autor.

Em relacdo aos testes para avaliagdo do nivel de expressdéo de mTcSOD, houve
dificuldade na visualizagdo de bandas individualizadas no Western blotting, pois o filme
tornava-se totalmente negro apds a revelacdo, devido a grande quantidade de proteina
produzida, mesmo com 3ug de extrato total por po¢o no gel. Diante disso, optou-se por

realizar os testes oportunamente, diluindo previamente as amostras dos extratos totais.
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5 DISCUSSAO

A adicdo de ferroceno em farmacos aumenta a citotoxicidade em celulas do cancer de
mama (NEUSE, 2005; HILLARD et al, 2006; HEILMANN et al., 2008), antimicobactéria -
Mycobacterium tuberculosis (RALAMBOMANANA et al, 2008) e antimalarica -
Plasmodium spp. Ferroquina, proveniente da adicdo de ferroceno em cloroquina, apresenta
melhor citotoxicidade contra cepas de Plasmodium ssp. resistentes a cloroquina. Segundo 0s
autores, isso é devido a adi¢do do ferroceno na estrutura da cloroquina (BIOT et al., 1997;
DOMARLE et al., 1998; DELHAES et al., 2001).

Tendo em vista que ferroquina apresentou atividade antimalarica em cepas resistentes
a cloroquina, decidiu-se investigar neste trabalho, se derivados de diaminas do ferroceno
também apresentavam atividade anti T. cruz.

Ferroceno ao ser oxidado forma o céation ferrocénio que apresenta um elétron
despareado. Ao apresentar um elétron despareado, o cation formado é considerado um tipico
radical livre (NEUSE, 2005). Um grupo desativador num anel benzénico faz com que o anel
reaja menos rapidamente, porque retira elétrons ao invés de doar ao anel. Assim, a energia de
ativacdo aumenta e a reacdo fica mais lenta. Halogénios, como fluor, cloro e bromo, por
serem mais eletronegativos que o carbono, exercem efeito indutivo retirador de elétrons
(SOLOMONS; FRYHLE, 2009).

Acredita-se que a polaridade e lipofilicidade de uma molécula interfiram na
citotoxicidade. Em derivados de diaminas, testados em T. cruz, T. brucel e L. donovani, 0s
que se apresentavam mais polares melhoraram a habilidade dos compostos de atravessar a
membrana celular dos parasitos, com isso houve aumento na atividade inibitéria de
crescimento. Outro fator importante € o tamanho da cadeia carbénica nos compostos, quanto
maior, menor a atividade tripanossomicida (CAMINOS et al., 2012). Em derivados de
ferrocenil chalcona, testados em P. falciparum, o tamanho da cadeia carbonica e a polaridade
interferem na atividade antiplasmodial. Acredita-se que tais propriedades aumentaram a
geragdo de radicais livres do ferroceno, assim foram melhoradas as caracteristicas Oxido
redutoras desse metaloceno (WU et al., 2006).

De acordo com estudo realizado com derivados de ferroceno em células tumorais, a
citotoxicidade poderia ser ocasionada pelo ataque a membrana celular provocada pelo radical
hidroxila (OH®). O dano ao DNA ndo é devido a intercalacdo do ferroceno, mas ocorreria
uma interagéo eletrostatica entre o ferroceno e o esqueleto de fosfatos do DNA. Desse modo,
0 dano ao DNA pode estar relacionado com a agdo dos radicais livres produzidos pelas
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reacdes de reducdo do ferroceno. Devido ao dano oxidativo ao DNA, somente compostos com
ferroceno foram capazes de inibir o crescimento celular das células cancerigenas (OSELLA et
al., 2000). Ferroquina (antimalarico ferroceno) apresenta atividade em cepas de P. falciparum
resistentes a cloroquina, agindo ndo somente na inibicdo da formacdo de hemozoina; 0s
radicais de hidroxila produzidos sdo muito agressivos aos &cidos graxos insaturados
(fosfolipidios) das membranas e promovem uma reacdo em cadeia Oxido redutora
(CHAVAIN et al., 2008).

Das trés substancias testadas neste trabalho, a que apresentou maior citotoxicidade foi
AACO09. Provavelmente a maior atividade deve-se ao grupo metdxi, pois apresenta oxigénio
que contém par de elétrons que pode reagir e contribuir para a formacéo de ERO, tdxicas para
0 parasito. Além do mais, AAC09 ndo apresenta o grupo desativador, ndo ocasionando
diminuicdo na reatividade da molécula. Quanto as substancias AAC04 e AAC10, ambas
apresentam piridina, porem AAC10 contém piridina ligada a anel aroméatico com halogénio, o
que forma o grupo cloroquinolina. A presenca de cloro poderia interferir nas propriedades
oxido redutoras do ferroceno, visto que atuaria como um grupo desativador do anel, com isso
interfere na reatividade da molécula; por isso AAC10 apresentou-se menos toxica que
AACO09. Porém AAC10 foi mais toxica que AACO04 que ndo apresenta 0 grupo desativador.
Provavelmente apesar de AAC10 conter o grupo desativador, este poderia ter aumentado a
lipoficilidade dessa substancia. Assim, por AAC10 apresentar-se mais lipofilica que AACO04,
uma maior quantidade de AAC10 atravessou a membrana de T. cruz, consequentemente
tornando-se toxica.

Estudos com as diaminas do ferroceno a respeito de suas polaridades e lipofilicidade
permitirdo avaliar se nesses compostos também ocorre 0 mesmo. Em principio o tamanho da
cadeia carbonica que separa 0s grupos substituintes do ferroceno é o mesmo. Assim, avaliar
se ocorre uma relacédo entre a citotoxicidade de AAC09, AAC04 e AAC10 com polaridade,
lipofilicidade e o tamanho da cadeia carbonica.

Diaminas podem ligar-se a regides do DNA ricas em sequéncias AT que apresentem
no minimo quatro pares de AT consecutivos. As aminas fazem ligacéo de hidrogénio, o grupo
—NH interage com o H aceptor, N3 de A e O2 de T na regido do sulco menor do DNA. Além
do DNA nuclear, tripanosomas apresentam o cinetoplasto que contém DNA mitocondrial que
consiste em DNA circular (WILSON et al., 2008). No DNA mitocondrial existem sequéncias
muito ricas em AT, desse modo compostos que apresentam o cinetoplasto como alvo
permitiria maior especificidade de agentes antiparasitarios. Interferéncia na transcricdo e

replicacdo do DNA mitocondrial pode conduzir @ morte do tripanosoma (LIU et al., 2007).
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A destruicdo do cinetoplasto poderia ser ocasionada pela interferéncia na atividade
normal de topoisomerase Il (WILSON et al.,, 2008), enzima importante que atua nos
processos de replicacdo e transcricdo, catalisa mudancas topolégicas na molécula de DNA e
permite o rompimento da dupla fita de DNA (DETERDING et al., 2005; ZUMA et al., 2011).
Desse modo, compostos que se ligam a AT poderiam induzir mudancas topoldgicas ou inibir
proteinas do processo de replicacdo, provocando erros na replicacdo e degradacdo do DNA
(WILSON et al., 2008) porque poderiam impedir a ligacdo da topoisomerase Il a0 DNA.

Parece existir tendéncia do composto com diamina a se concentrar no cinetoplasto ao
invés do ndcleo (MATHIS et al., 2006; BATISTA et al, 2010). Compostos de diaminas
aromaticas ocasionaram alteracGes morfoldgicas na mitocondria e ndcleo em T. cruz, perda
do potencial de membrana, exposicao de residuos de fosfatidilserina (PS) e fragmentagéo do
DNA, caracteristicas que indicam apoptose (DE SOUZA et al., 2006).

Mais estudos sdo necessarios para melhorar o conhecimento sobre os mecanismos de
acdo dos compostos de diaminas do ferroceno. Investigaces sobre a tendéncia em interagir
com DNA, e por isso, compostos com diaminas se concentrarem no cinetoplasto. Se a
interferéncia na atividade da topoisomerase Il pode conduzir ao processo de apoptose que
poderia ser aumentada devido aos processos oxidativos ocasionados pelo ferroceno.

Os efeitos colaterais do BZ sdo muito tdxicos, como dermatite com erupcao cutanea,
edema generalizado, dor articular e muscular, depressdo da medula 0ssea, agranulocitose,
polineuropatia e trombocitopenia, caracterizada por reducdo de plaquetas, hemorragia e
sangramento das mucosas, que conduz a descontinuidade no uso do medicamento (COURA,;
CASTRO, 2002). Além dos graves efeitos colaterais, a atividade do BZ varia para as distintas
cepas, assim como a baixa atividade antiparasitaria na fase cronica (URBINA; DOCAMPO,
2003). Os valores de IS obtidos indicam que AAC09 e AACO04 por apresentarem valores
acima de 10, podem ser considerados como seguros, ou seja, ndo toxicos para as células de
mamiferos, pelo menos neste modelo in vitro utilizado. Apesar dos valores dessas duas
substancias estarem abaixo do BZ, seria interessante dar continuidade aos estudos in vivo para
avaliar os efeitos num modelo de mamifero, justamente porque apesar do IS de BZ indicar
que é seguro, na pratica, € muito toxico quando administrado aos pacientes. Além de que uma
molécula mais lipofilica permitiria atingir as formas intracelulares do parasito, pois um dos
problemas no uso de BZ é a limitada penetracdo nos tecidos dos hospedeiros para atingir 0s
amastigotas.

Um fato que chamou a atencdo foi que AAC10 em T. cruz foi menos tdxico, porém o
IS indicou alta toxicidade para HepG2. Dado que a lipofilicidade interfere na citotoxicidade,
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pois quanto mais lipofilica, maior a atividade toxica (CAMINOS et al., 2012), talvez essa
molécula seja menos lipofilica para T. cruz do que para HepG2. Outras possibilidades seriam
algum mecanismo que auxilia T. cruz a armazenar as diaminas do ferroceno como um
mecanismo de escape, ou que existam transportadores de membranas envolvidos na captacao
desses compostos.

Acidocalcisomes sdo organelas acidas que armazenam calcio e alta concentracdo de
fosforo (Pi, PPi e poli P) e podem ser encontradas desde bactérias a células humanas. Em
tripanosomatideos esses fosforos poderiam ser utilizados como doadores de energia em
algumas de suas reacBes metabdlicas. Outra fungdo estaria relacionada a adaptacdo do
parasito aos estresses ambientais (vetor, sangue e citosol do hospedeiro), dado que permitiria
ao tripanosomatideo adequar-se as variagbes osmdticas encontradas (DOCAMPO;
MORENO, 2001). Em tripanosomas africanos, embora ainda ndo saiba se esta relacionada
com protecdo da célula (MATHIS et al., 2006), acredita-se que essa organela poderia
apresentar papel de armazenar compostos derivados de diaminas (BATISTA et al., 2010).

Existem transportadores que podem estar relacionados com o transporte de diaminas
nos parasitos (WILSON et al., 2008). Apesar de ndo estar bem esclarecido, em T. brucei
acredita-se que os transportadores em questdo seriam P2, HAPT1 e LAPT1; pode ser que a
resisténcia a diaminas, como pentamidina, deva-se a perda de tais transportadores (DE
KONING, 2001; BRAY et al., 2003) .

A alta variabilidade genética de T. cruzi (LEWIS et al., 2009; ZINGALES et al., 2009;
MACEDO; SEGATTO, 2010) ocasiona as diferencas nas manifestacbes clinicas
(MARTINEZ-DIAZ et al., 2001; ZINGALES et al., 2012) e a existéncia de cepas resistentes
aos nitro derivados séo fatores que dificultam o tratamento da doenca (VELOSO et al., 2001).

As cepas Y, SIGR3 e SI8 séo classificadas como Tcll (RIMOLDI et al., 2012). A cepa
QMII por ser DTU llc (MARTINS et al., 2008) pode ser considerada segundo a classificacao
do consenso Second Satellite Meeting como Tclll (ZINGALES et al., 2009). A cepa Sl1 ainda
estd em processo de caracterizacdo; entretanto, pode-se supor que por haver sido encontrada
na mesma regido de SIGR3 e SI8, em Santo Inacio no estado da Bahia, possa pertencer ao
mesmo grupo delas (Tcll). A cepa Bolivia parece ser pertencente a linhagem Il (ALVES et
al., 2012), porém néo se encontram dados atualizados na classificacdo dessa cepa em DTU.

Em estudos com camundongos a parasitemia e a mortalidade mostraram-se variadas.
As cepas SIGR3 e SI8 apresentaram baixa parasitemia e mortalidade (RIMOLDI et al., 2012).
No caso de Y, ocorreu baixa parasitemia, porém alta mortalidade (MARTINEZ-DIAZ et al.,
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2001). A parasitemia para QMII é alta, bem como a mortalidade (MARTINS et al., 2008). A
cepa Bolivia causa alta parasitemia e moderada mortalidade (MARTINEZ-DIAZ et al., 2001).

As diferencas entre as populacdes de T. cruzi mostraram que cada uma delas reage
distintamente; embora Y, SIGR3 e SI8 sejam do mesmo grupo, observa-se que se comportam
diferente perante um agente tripanossomicida. Uma correlagdo entre a mortalidade de
camundongos (MARTINEZ-DIAZ et al., 2001; MARTINS et al., 2008; RIMOLDI et al.,
2012) e as suscetibilidades faz supor que as mais letais seriam as mais resistentes, no entanto
isso ndao foi confirmado. Todos os compostos derivados de diaminas do ferroceno
apresentaram atividade tripanossomicida maior que BZ, apesar das cepas demonstrarem
suscetibilidades diferentes aos compostos. Por isso, a dificuldade na busca por uma substancia
que atinja a maioria das populagdes de T. cruz. Diferentes mecanismos podem estar
relacionados a esses distintos comportamentos de T. cruzi de metabolizar um agente com
propriedades 6xido redutoras.

Tem sido proposto que o sistema antioxidante de parasitos apresenta funcdo principal
no processo de pré adaptacdo ao ambiente oxidante durante a invasao celular (PIACENZA et
al., 2009a).

Nogueira et al. (2009) demonstrou que houve aumento na expressdo mTcTXNPx de
T.cruzi apenas na cepa in vitro induzida. Dados na literatura indicam que em T.cruz,
cTcTXNPx nativa, apresenta polipeptideo de 23 kDa e 46 kDa. Enquanto que mTcTXNPXx
nativa tem 25 kDa e 50 kDa. Em T.cruz, TXNPx apresenta uma estrutura decamerica
organizada em cinco homodimeros constituidos por duas subunidades que interagem para
formar um dimero (PINEYRO et al., 2005). Os polipeptideos reduzidos apresentam-se como
monbmeros, enquanto 0s oxidadados como homodimeros; assim podem formar dimeros ou
tetrameros (NOGUEIRA et al., 2009). A presenca de mTcTXNPx de 50 kDa e cTcTXNPx de
46 kDa, ambas na forma oxidada (NOGUEIRA et al., 2009), ndo foram verificadas em
amostras tratadas com mercaptoetanol (WILKINSON et al., 2000; PINEYRO et al., 2008)
que provavelmente impediu a formacdo das pontes dissulfeto, consequentemente ndo ocorreu
a dimerizagéo.

No presente estudo, as amostras ndo foram tratadas com mercaptoetanol ao serem
preparadas para a eletroforese, o que pode ter influenciado na dimerizagdo, formando-se 0s
polipeptidios oxidados (homodimeros). Entretanto, adicionou-se DTT antes da eletroforese,
que, provavelmente, ndo produziu uma acgdo suficiente para romper todas as pontes dissulfeto

e por isso ocorreu a dimerizag&o.
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Era esperada a formacdo de banda de 25,5 kDa, porém ndo ocorreu. Essa banda ndo
foi possivel de ser detectada, provavelmente devido a baixa expressdo dessa proteina. As
outras proteinas (bandas entre 30 kDa, 46 kDa e 58 kDa) reconhecidas pelo anticorpo anti
mTCcTXNPx podem ser os dimeros de mTcTXNPXx e a forma citosdlica. Chama atencéo € que
a banda de 25,5 kDa apareceu apenas no tratamento com BZ para a cepa Y. Outro fato € que
nesse caso houve aumento na expressao da proteina ao se comparar o tratamento de 6 horas
em relacdo a 24 horas. Esse comportamento nao foi verificado para outras cepas.

Dados na literatura tem demonstrado que h& diferenca de expressdo em cepas
induzidas in vitro e in vivo a resisténcia ao BZ. Até entdo, parece ocorrer aumento na
expressao de mTcTXNPx em cepas induzidas in vitro; também houve aumento no nivel de
RNAmM de mTcTXNPx, embora o gene ndo tenha sido amplificado no genoma do parasito
resistente ao BZ (NOGUEIRA et al., 2009). Em estudo realizado com cTcTXNPX, na cepa
induzida in vitro a resisténcia ao H,O,, mostrou-se que é importante realizar uma inducao
prévia a resisténcia. Neste caso, também as cepas in vitro resistentes expressaram mais
CTCTXNPx (FINZI et al., 2004).

No presente trabalho, testaram-se linhagens naturalmente resistentes, que nao foram
previamente induzidas a resisténcia ao BZ ou as substancias AAC04, AAC09 e AACI0.
Entdo, provavelmente, por essa razao ndo houve mais expressao de mTcTXNPx. Além disso,
outro aspecto que pode ter ocorrido, foi a variabilidade genética entre as cepas utilizadas neste
trabalho e as descritas na literatura.

Segundo Murta et al. (2006) cepas selecionadas in vivo e naturalmente resistentes
aumentam o nivel de expressdo de cTcOYE quando expostas ao BZ. No genoma de T. cruz
existe mais de uma coOpia para o gene da enzima; entretanto, em cepas resistentes selecionadas
in vitro foi observada a perda dessas cdpias, restando apenas uma. Tal fato parece influenciar
a expressdo da proteina, gerando uma menor producdo de cTcOYE, o que poderia ser
considerado um mecanismo de escape devido a uma menor producdo de PGF,,, que parece
estar envolvida no metabolismo do BZ, que produz anions de radicais toxicos.

Esse mesmo mecanismo de escape tem sido observado em E. histolytica resistente ao
metronidazol (derivado de nitroimidazol, similar ao BZ) que reduz o nivel da atividade de
flavina redutase (MURTA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008). E. histolytica, transfectada
para aumentar a expressao da enzima, tornou-se mais sensivel a exposicdo ao metronidazol.
Mutagdes que inativam o gene (frxA) de NADPH flavina oxidoredutase tém sido relacionadas
ao fendtipo resistente ao metronidazol em Helicobacter pilori (MURTA et al., 2006).
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A auséncia de aumento na expressao de cTCOYE nas cepas empregadas neste estudo
pode estar relacionado ao fato de que sdo cepas ndo previamente induzidas a resisténcia ao BZ
e aos derivados de diaminas do ferroceno. O que pode ter ocorrido também é que as cepas
utilizadas apresentem uma cépia a menos do gene cTcOYE. Mais estudos serdo necessarios
para verificar se houve a perda desse gene e a identificacdo das proteinas referentes as outras
bandas formadas, pois 0 anticorpo anti cTCOYE reconheceu proteinas de outros tamanhos
(bandas entre 46 kDa, 58 kDa e 175 kDa), que podem compartilhar epitopos. Embora néo
tenha sido relatado na literatura, pode ser que ocorra 0 mesmo que em TXNPX, e, entdo, as
outras proteinas visualizadas nos blottings seriam as isoformas de cTcOYE. Era esperado a
formacdo de banda de 43 kDa que ndo apareceu. Novamente pode ter ocorrido com cTcOYE
0 mesmo que aconteceu com mTCTXNPx, isto €, ndo foi possivel detectar a banda.
Provavelmente devido a baixa expressao dessa proteina (NOGUEIRA et al., 2009) ou delecéo
do gene (MURTA et al., 2006).

Apesar da inducdo prévia in vitro ou in vivo aumentar a resisténcia ao BZ, é provavel
que a aquisicdo de resisténcia ao BZ seja um complexo processo de multiplos estagios
(MURTA et al., 2006). O mecanismo de resisténcia ao BZ ainda ndo esta totalmente
esclarecido. A resisténcia ao BZ e substancias tripanossomicidas pode estar relacionada com o
aumento na expressao de genes devido a amplificacdo do genoma (NOGUEIRA et al., 2006).
Porém, pode haver aumento no nivel de mRNA e proteina, mas sem amplificacdo do genoma
(NOGUEIRA et al., 2009). Outros estudos indicam haver perda de gene em cepa resistente,
ao invés de amplificar (MURTA et al., 2006).

As proteinas mTcTXNPx de 25,5 kDa e cTcOYE de 43 kDa ndo tiveram suas
expressdes aumentadas nas cepas mais resistentes as substancias tripanossomicidas como era
esperado. Os resultados obtidos mostraram uma baixa expressdo dessas enzimas, exceto para
a cepa Y no tratamento com BZ, em que houve aumento na expressdo de mTcTXNPx. A
menor expressdo de mTcTXNPx e cTCOYE pode ser porque as cepas utilizadas neste trabalho
nao foram induzidas a resisténcia aos derivados de diaminas do ferroceno e BZ; bem como a
enorme diversidade genética entre as populacdes de T. cruzi. Tendo em conta a diversidade
genética e mecanismos variados que T. cruz apresenta na tentativa de evitar a acdo de ERO, o
parasito pode expressar diferencialmente as enzimas que atuam sobre o0 sistema antioxidante,
e ndo depender apenas de mTcTXNPx e cTcOYE. Portanto, nem sempre 0 aumento na
expressdo de mTcTXNPx e cTcOYE indica o aumento na resisténcia ao BZ e agentes
tripanossomicidas, mesmo em linhagens naturalmente resistentes ou in vitro ou in vivo

induzidas.
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A associacdo de mondmeros de mTcTXNPx poderia ser alternativa na tentativa de
detoxificar ERO. Assim seriam formados mais dimeros, consequentemente haveria menor
quantidade de mondmeros, por isso a impressdo de menor expressao de mTcTXNPXx detectada
pelo método empregado para avaliar diferencas na expressdo dessa enzima. Segundo
Nogueira e et al. (2009), também houve aumento na expressao de dimeros de mTcTXNPx em
relacdo ao mon6mero na cepa resistente ao BZ. O mesmo poderia também ter ocorrido para
cTcOYE.

Pode-se supor que a dificuldade dos parasitos (cepas Bolivia, SI1, SIGR3, SI8 e QMII)
expressarem as enzimas mTcTXNPx e cTcOYE nos tratamentos com substancia AAC09, pois
a expressao foi detectada somente na cepa Y, tenha relagdo com o fato de que foi a mais
toxica, como indicado pelos seus respectivos valores de Clsp; por isso a dificuldade de T.cruz
em expressar as enzimas.

Nota-se que nas reacOes entre os anticorpos anti rmTcSOD e rcTcOYE aparecem outras
bandas, o que ndo ocorre com rmTcTXNPx. Possivelmente, nas purificagbes de mTcSOD e
cTcOYE haviam outras bandas, que ndo apareceram em mTcTXNPXx, no qual havia apenas
uma banda. Como as bandas foram recortadas do gel, esperava-se reconhecimento das bandas
de 24 kDa e 43 kDa, respectivamente, para rmTcSOD e rcTcOYE. Mais bandas também
apareceram nas reac0es entre os anticorpos de mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE com as
proteinas nativas presentes nos extratos totais. Possivelmente podem ser isoformas como
alguns estudos tem demonstrado (PINEYRO et al., 2005; MATEO et al., 2008; NOGUEIRA
et al., 2009) e ndo simplesmente inespecificidade dos anticorpos. Por apresentarem estrutura
parecida, provavelmente o epitopo seria 0 mesmo e ligaram-se ao niquel da coluna de
purificagdo; por isso podem ter sido eluidas juntas.

Testes enzimaticos para analisar a reatividade e a inibicdo colaborariam na avaliagédo
dessas enzimas e da presenca de isoformas. Para tanto seria necessaria uma repurificacdo
prévia dessas amostras no intuito de obter fracfes isoladas, e com isso, prosseguir com 0s
ensaios enzimaticos e dados de espectrometria de massa.

As propriedades Oxido redutoras do ferroceno podem estar envolvidas na atividade
tripanossomicida observada neste estudo; a substancia AAC09 pode ser um candidato para
novos estudos. A partir dos resultados obtidos neste trabalho, verificou-se que a diferenga na
susceptibilidade € um grande problema na busca por uma molécula de ampla acédo
tripanossomicida. Portanto, € importante um estudo que integre as vias oxidativas e as
enzimas que sdo expressas em cepas naturalmente sensiveis e resistentes e as induzidas in

vitro e in Vivo a resisténcia e em modelos in ViVo.
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6 CONCLUSOES

- Os valores da Clsg indicam que cada cepa se comporta de modo diferente apos o
tratamento com as substancias, por isso a dificuldade em se obter substancias

tripanossomicidas para a maioria das popula¢des de T. cruz;

- Dados obtidos a partir dos valores de Clso e IS indicaram que a substancia AAC09
apresenta potencial tripanossomicida a ser investigado em outras formas do parasito e em
modelos in vivo. Provavelmente a maior citotoxicidade dessa substancia seja devido ao grupo
metdxi e a auséncia do grupo desativador na molécula que permitiram maior reatividade do

ferroceno;

- Parece que cloro ligado a anel aromatico aumenta a lipofilicidade da molécula, uma
vez que a substancia AAC10 demonstrou-se mais toxica que AACO04. Porém, apesar de ter
sido menos toxica, a substancia AACO04 apresentou maior interferéncia na expressao de
MTCcTXNPx e cTcOYE;

- Os anticorpos policlonais anti mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE reagiram com as
proteinas nativas especificas, presentes no extrato total, com pesos moleculares esperados,

aproximadamente, 25,5, 24 e 43 kDa, respectivamente;

- As cepas expressam diferentemente as enzimas mTcTXNPx, mTcSOD e cTcOYE;
porém nao se pode ser afirmar que a cepa mais resistente expresse mais enzimas; assim T.
cruzi pode apresentar mecanismos distintos para interagir com ERO e ndo apenas

superexpressdo dessas enzimas relacionadas ao estresse oxidativo;

- Parece que a realizacao de previa inducédo in vitro é um fator importante no aumento
da expressdo de mTcTXNPx, enquanto que para cTCOYE existe tendéncia a ndo aumentar a
expressdo, pois nos processos de reducdo de substancias tripanossomicidas por cTcOYE
ocorre a geracdo do anion superoxido. No presente estudo foram utilizadas cepas néo
induzidas a resisténcia aos derivados de diaminas do ferroceno e BZ, por isso 0 ndo aumento

na expressao de mTcTXNPx. Também cTcOYE ndo aumentou a expressdo nas cepas mais
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resistentes, possivelmente devido ao meio de escape de T. cruzi para ndo aumentar a
producgdo do téxico anion superoxido;

- Os anticorpos reconheceram proteinas de outros tamanhos que podem ser as
isoformas das enzimas, por isso é importante mais estudos na caracterizacao e identificagdo

desses polipeptidios reconhecidos pelos anticorpos;

- Novas pesquisas com outras formas de T. cruzi devem ser realizados, no intuito de

auxiliar na busca de um farmaco mais adequado a cada paciente chagéasico cronico.
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