UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

ANDREA AKIKO NAKAIMA KOHATSU

ATIVIDADE DE DERIVADOS BENZOFUROXANICOS NA EXPRESSAO DA
ENZIMA TRIPAREDOXINA PEROXIDASE MITOCONDRIAL DE FORMAS
EPIMASTIGOTAS DE Trypanosoma cruzi

Araraquara - SP
2017



ANDREA AKIKO NAKAIMA KOHATSU

ATIVIDADE DE DERIVADOS BENZOFUROXANICOS NA EXPRESSAO DA
ENZIMA TRIPAREDOXINA PEROXIDASE MITOCONDRIAL DE FORMAS
EPIMASTIGOTAS DE Trypanosoma cruzi

Tese apresentada ao Programa de POs-graduacdo em
Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, para obtencdo do grau de Doutor em Biociéncias
e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia, area de
concentracdo Biologia Molecular

Orientadora: Profa. Dra. Regina Maria Barretto Cicarelli

Araraquara - SP
2017



Ficha Catalografica
Elaborada por Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagao
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP - Campus de Araraquara

K179a

Kohatsu, Andréa Akiko Nakaima

Atividade de derivados benzofuroxanicos na expressdo da enzima triparedoxina
peroxidase mitocondrial de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi / Andréa
Akiko Nakaima Kohatsu. - Araraquara, 2017.

17 + 111 f. ¢ il

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita Filho”.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pés-Graduacdo em Biociéncias e
Biotecnologia Aplicadas & Farmacia. Area de pesquisa em Biologia Molecular.

Orientadora: Regina Maria Barretto Cicarelli.

1. Trypanosoma cruzi. 2. Derivados benzofuroxanicos. 3. Triparededoxina peroxidase
mitocondrial. I. Cicarelli, Regina Maria Barretto, orient. II. Titulo.

Ficha catalogréfica elaborada por Maria Irani Coito CRB-8/4440

CAPES: 40300005




Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 2N
\ 4

unesp® "I o

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: Atividade de derivados benzofuroxanicos na expressao da enzima triparedoxina
peroxidase mitocondrial de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

AUTORA: ANDREA AKIKO NAKAIMA KOHATSU
ORIENTADORA: REGINA MARIA BARRETTO CICARELLI

Aprovada como parte das exigéncias para obtengao do Titulo de Doutora em BIOCIENCIAS E
BIOTECNOLOGIA APLICADAS A FARMACIA, area: ANALISES CLINICAS pela Comissdo
Examinadora:

. :
Profa. Dra. REGINA™ARIA BARRETTO,CICARELLI
Depto de Ciéncias Bipldgicas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara

P
Profa. Dra. RAQUEL REGINA DUARTE MOREIRA
Depto de Princigios Ativos Naturais e Toxicologia / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP- Araraquara

I
Prof. Dr. OTAVIO HENRIQUE THIEMANN
Depto de Fisica e Ciéncia Interdisciplinar / Instituto de Fisica- USP -S&o Carlos

FINI CHIARI ANDREO
e da Salde / Universidade de Araraquara-UNIARA

Prof. Dr. IAN CAST)

Depto de Quimica anica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

Araraquara, 06 de dezembro de 2017

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Campus de Araraquara -
RODOVIA ARARAQUARA-JAU, KM 1 - CP 502, 14800903, Araraguara - Séo Paulo
http:/iwwwz2.fcfar.unesp.br/#l/p iocienci i i i ia/CNPJ: 48.031.9 00.




DEDICATORIA

Aos meus pais, Celina e Anténio, pelo apoio e
compreensdo, sem vocés nada disso teria

acontecido



AGRADECIMENTOS

A Deus e aos espiritos que permitiram este trabalho ser concretizado.

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP pela oportunidade de realizar este
trabalho.

A professora Dra. Regina Cicarelli pelo incentivo e confianga de desenvolver este
trabalho, que foram fundamentais para o meu crescimento cientifico, profissional e pessoal.
O meu muito obrigado por ter me recebido em seu laboratério e compartilhado seus
conhecimentos.

A professora  ©ra.  Man Chin  Chung e a4 professora  Dra.
Vera Lucia Borges Isaac, por terem cedido as substdncias e as células de hepatoma humano,
respectivamente, que foram essenciais para o desenvolvimento deste trabalho.

A Flivia, Priscila e Bruna pelo auxilio nos experimentos. Ao Marco Tiilio e Aline
pelas  discussbes  cientificas que foram de grande importdncia para o
meu aprendizado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) pela
concessio da bolsa de estudo e a Fundacdo para o Desenvolvimento da UNESP
(Fundunesp) pelo auxilio financeiro.

A todos do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular de Parasitos pelo auxilio,
companhia e amizade. As funciondrias da Pés-Graduagio e da biblioteca pelos servicos
prestados.

A todas as pessoas que fizeram parte na constru¢do deste trabalho e sempre me

apoiaram e auxiliaram.



Na natureza nada se cria, nada se perde, tudo se transforma.

Antoine Lavoisier

A l6tus que abre na turbida e cristalina agua,
As sementes que dispersam e germinam no verao,
Sentam sob a sombra da sequoia no outono,
As raizes que crescem e aprofundam no inverno,
A sakura que desabrocha na primavera,

O rio flui, a pérola depara com as estrelas que brilham no universo.

Andréa Kohatsu

\



Vi

Resumo (abstract)

RESUMO
(ABSTRACT)

Andréa Akiko Nakaima Kohatsu




Resumo (abstract) Vil

RESUMO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é endémica nas Américas, porém outros
modos de transmissdo dispersaram a enfermidade as regides onde ndo ocorre o vetor
triatomineo hemat6fago. No momento ha apenas dois farmacos para o tratamento da doenca,
benzonidazol e nifurtimox, porém nifurtimox ndo é mais utilizado no Brasil. Ambos os
medicamentos tem acgdes limitadas, dependem da fase da doenca e apresentam efeitos
adversos severos, aléem dos mecanismos de acdo ndo serem totalmente conhecidos. Estudos
relacionam a resisténcia ao benzonidazol com o aumento na produgdo de triparedoxina
peroxidase mitocondrial (MTcTXNPX) que minimiza os efeitos tdxicos de espécies reativas de
oxigénio, apresenta atividade peroxidase e peroxinitrito redutase. Derivados benzofuroxanicos,
por conter estrutura heterociclo N-Oxido relacionada com a oxidacdo de biomoléculas, tem
apresentado atividade anti Leishmania e tumoral, bacteriostatica e fungistatica. No presente
estudo, derivados benzofuroxanicos (N-0xido-benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol), inéditos isosteros
de nitrofural, foram avaliados a partir de ensaios citotoxicos in vitro, na forma epimastigota
da cepa Y de T. cruzi. Os derivados benzofuroxanicos foram toxicos para T. cruzi, 1Cso menor
em relacdo ao benzonidazol, mas ndo foram toxicos para células de mamiferos HepG2, o que
indica serem promissoras moléculas tripanossomicidas. Também foram detectados o
mondmero de mTCTXNPx de 25,5 kDa e o dimero de aproximadamente 58 kDa em
condicdes redutoras mantidas por 2-mercaptoetanol. Apesar de ndo ter ocorrido aumento na
expressdo de mTcTXNPx de 25,5 kDa, a partir dos extratos totais protéicos purificados de T.
cruzi tratado com BZTS, verificou-se a presenca do dimero de aproximadamente 58 kDa,

sugerindo expressao da proteina.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; derivados benzofuroxanicos; triparedoxina peroxidase

mitocondrial
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ABSTRACT

Chagas disease or American trypanosomiasis is endemic in Americas, however distinct
mechanisms have dispersed the illness to the regions where the hematophagous triatomine
vector does not occurs. At moment there are only two drugs available to treat the disease,
benznidazole and nifurtimox, but nifurtimox is not prescribed in Brazil. Both medicines have
limited actions, depend on disease phase and have severe adverse effects, moreover the
mechanism of action do not well understood. Studies have described the benznidazole
resistance would be related to increasing expression of mitochondrial tryparedoxin peroxidase
(mTcTXNPXx) which decreasing toxic effects of reactive oxygen species, has peroxidase and
peroxinitrite reductase activity. Benzofuroxans derivative contain N-oxide heterocycle
structure related to the oxidation of biomolecules, have shown anti-Leishmania activity and
tumoral, bacteriostatic and fungistatic. In the present study, benzofuroxanic derivatives (N-
oxide-benzo [1,2-c] 1,2,5-oxadiazole), novel nitrofural isosteres, were evaluated from in vitro
cytotoxic assays on the epimastigote form of strain Y of T. cruzi. The benzofuroxanic
derivatives were toxic to T. cruzi, ICsy lower than benznidazole, although were not toxic to
mammalian HepG2 cells, indicating promising trypanocidal molecules. Also, were detected
the 25.5 kDa mTcTXNPx monomer and the dimer of approximately 58 kDa under reducing
conditions maintained by 2-mercaptoethanol. Although there was no increased in 25.5 kDa
mTcTXNPXx expression, the presence of the dimer of approximately 58 kDa was verified from

purified T. cruzi total protein extracts treated with BZTS suggesting its expression.

Keywords: Trypanosoma cruzi; benzofuroxan derivatives; mitochondrial tryparedoxin

peroxidase
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenga de Chagas

A doenca de Chagas foi descrita por Carlos Chagas (Figura 1) em 1909, um grande marco
na historia da biologia de parasitos e patologia humana parasitica. Pela primeira vez, o
mesmo pesquisador descreve o parasito causador, 0 vetor, 0s animais que podem ser
infectados pelo parasito, as morfologias do parasito, o ciclo doméstico e selvagem do parasito
e da doenca, os sintomas da doenca e as fases aguda e crénica da doenca. Em 1907, Chagas
foi nomeado para uma campanha profilatica anti maléria na regido norte do estado de Minas
Gerais, na cidade de Lassance proxima ao rio S&8o Francisco, onde a malaria devastava a
populacdo e estava em construcdo a Estrada de Ferro Central Brasileira. Nesse local, Chagas
deparou-se com um novo parasito que denominou Trypanosoma cruzi em homenagem ao seu
professor Oswaldo Cruz. Esse parasito foi encontrado em insetos hemat6fagos conhecidos
popularmente como “bicho barbeiro”, viviam nas frestas e telhas das habitacdes (Figura 2) de
palha e barro (LEWINSOHN, 1981; COURA, 2013).

Figura 1: Carlos Chagas (1879-1934).

Fonte: Disponivel em <http://www.coc.fiocruz.br/index.php/carlos-chagas#menu-galerias>. Acesso em: 16
setembro de 2017.
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Figura 2: Moradia tipo pau a pique na regido estudada por Carlos Chagas.

Fonte: Disponivel em<http://www.coc.fiocruz.br/index.php/carlos-chagas#menu-galerias>. Acesso em: 16
setembro de 2017.

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € endémica na
Ameérica Latina (JANNIN; VILLA, 2007; SCHMUNIS, 2007; PEREIRA; NAVARRO, 2013).
O namero de pessoas infectadas no mundo (Figura 3) é estimado em torno de 6 a 7 milhdes
(WHO, 2017), aproximadamente 7.000 pessoas morrem ao ano e 25 milhdes de pessoas estao
sob o risco de contagio (WHO, 2015a). Os maiores nimeros de casos ocorrem na Argentina
(1,5 milh&o), Brasil (1,1 milhdo) e México (876 mil) (WHO, 2015b). A doenca esta
classificada como doencas tropicais negligenciadas (ascaridiase, ancilostomiase, tricuriase,
filariose linfatica, oncocercose, dracunculiase, 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; HOTEZ et al., 2016).
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Figura 3: Distribuicdo mundial da doenca de Chagas em areas endémicas e ndo endémicas.

I Endémico
N&o endémico

Fonte: Modificado de Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi). Disponivel em <
https://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/>. Acesso em: 14 agosto 2017.

A transmissdo da enfermidade pode ocorrer por meio de insetos vetores, via transfusao
sanguinea, via congeénita, por transplante de 6rgdos ou acidental, geralmente em laboratorios
ou em cirurgias de pacientes infectados, (CURA et al., 2013) e oral, por ingestao de alimentos
e bebidas que contém fezes contaminadas com tripomastigotas infectantes (STEINDEL et al.,
2008; BASTOS et al., 2010; SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012). Ao se considerar a
infeccdo por via alimentar, a doenca de Chagas pode ser classificada como a oitava no mundo
entre as doencas parasitarias transmitidas por alimentos contaminados por insetos
(ROBERTSON et al., 2016). Movimentos migratérios levaram T. cruzi para regides onde nao
ocorre o0 vetor, como Australia e Nova Zelandia (JACKSON et al., 2014), Japao (IMAI et al.,
2014), Espanha, Franca, Italia, Reino Unido, Suica, Alemanha, Austria, Croacia, Dinamarca,
Holanda, Luxemburgo, Noruega, Portugal, Roménia e Suécia. Nessas regides, a transmissao
ocorre, principalmente, por transfusdo de sangue, vertical da mae para a crianca, transplante
de 6rgdos e acidentes em laboratérios (SCHMUNIS; YADON, 2010; STRASEN et al., 2014).
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1.2. Fases aguda e cronica da doenga de Chagas

A fase inicial da infeccdo dura de 4 a 8 semanas, e a fase cronica persiste por toda a
vida do hospedeiro. Durante a fase aguda a taxa de mortalidade é baixa (<5-10% dos casos
sintomaticos), resultante da severa miocardite ou meningoencefalite, ou ambos. Em torno de
60-70% dos pacientes na fase aguda ndo desenvolvem manifestacbes clinicas da doenga.
Esses pacientes apresentam a forma indeterminada da fase cronica da doenga, caracterizada
por anticorpos positivos anti T. cruzi presentes no soro, eletrocardiograma normal, exames
radiolégicos normais do peito, es6fago e célon. Os 30-40% dos pacientes desenvolvem a
forma determinada da fase cronica, problemas cardiacos, digestivos ou cardiodigestivos,
geralmente 10-30 anos apds a infeccdo inicial (Figura 4). A reativacdo pode ocorrer em
pacientes cronicos que apresentam sistema imunologico comprometido, como pacientes
portadores do virus HIV ou que recebem medicamentos imunossupressores, ocorre aumento
na parasitemia e replicacdo intracelular do parasito (RASSI JUNIOR et al., 2010; PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2017).

A fase aguda geralmente € assintomatica, os sintomas quando ocorrem podem ser:
febre, mal estar, hepatoesplenomegalia (aumento no tamanho do figado e rim) e aumento no
tamanho dos linfonodos, edema subcutaneo (localizado ou generalizado), e no caso da
transmissdo vetorial, o sinal da porta de entrada de T. cruzi atraves da pele (chagoma) ou via
ocular através da membrana mucosa (sinal de Romarfia). Os sintomas podem aparecer de 1 ou
2 semanas apos a infeccdo, no caso da transmissdo vetorial, ou apds alguns meses, no caso da
transmisso por doagdo de sangue (RASSI JUNIOR et al., 2010).

Apesar da patogénese da fase crénica ndo ser completamente entendida, acredita-se
que a persisténcia do parasito é necessaria para o desenvolvimento da doenca. Porém ndo se
sabe se 0s danos aos tecidos sdo ocasionados diretamente pelo parasito ou indiretamente pela
interacdo do parasito com o sistema imunoldgico do hospedeiro ou a resposta auto imune
(RASSI JUNIOR et al., 2010).

Uma das caracteristicas mais marcantes da fase crénica € a deterioracdo progressiva da
funcdo cardiaca, derivada principalmente do desarranjo estrutural, como consequéncia do
intenso processo inflamatério (GUTIERREZ et al., 2009), o que leva ao comprometimento da
funcdo contrétil e a dilatacdo das quatro camaras e aneurisma apical do ventriculo esquerdo.
Ocorre uma destruicdo das células miocardiais, fibrose difusa, edema e infiltragdo celular

mononuclear no miocardio. Por isso, a ocorréncia de bloqueio atrioventricular e
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intraventricular, disfuncdo do n6 sinusal e tromboembolismo. Essa destruicdo progressiva do
tecido cardiaco e a intensa fibrose devido a morte dos midcitos conduzem a insuficiéncia
cardiaca, bradiarritmia e taquiarritmia no paciente que pode vir a 6bito subitamente. Embolias
sistémica e pulmonar sdo decorrentes do aumento de trombo mural na cdmara cardiaca
(RASSI JUNIOR et al., 2010).

As lesdes gastrointestinais sdo ocasionadas pela destruicdo de ganglios autbnomos
intramurais. No megaes6fago ocasiona disfagia com odinofagia, combinado com dores
epigastricas, regurgitacdo, ptialismo e mé& nutricio. No megacélon geralmente afeta o
segmento sigmoide, reto, cdélon descendente ou ambos, produz obstipacdo prolongada,
distensdo abdominal, e ocasionalmente obstrugdo severa devido ao fecaloma (RASSI
JUNIOR et al., 2010; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2017).

Figura 4: ManifestacBes clinicas da doenca de Chagas na fase aguda e crbnica. Sinais da porta de
entrada de T. cruzi, sinal de Romafia e chagoma, presentes em lesGes na mucosa e pele,
respectivamente. Coracao, eséfago e cdlon dilatados.

Sinal de Romafa Chagoma

Dilatacdo cardiaca Megaeséfago Megacélon

P
L)

Fonte: Modificado de Rassi Jinior et al., 2010.

Supde-se que em ambiente de predominancia inflamatdria na fase crénica determinada

estd associado com as formas sintomaticas cardiacas e digestivas. Enquanto que em ambiente
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de predominancia anti inflamatéria estd associado com a forma indeterminada. Na forma
indeterminada assintomética existe uma relacdo de maior producdo de citocina anti
inflamatoria, interleucina IL-10, em relacdo as citocinas inflamatdrias, como interferon gama
- IFN-y e fator de necrose tumoral alfa - TNF-a (ANDRADE et al., 2014).

O mecanismo exato que medeia o controle parasitario ainda ndo esta bem esclarecido,
acredita-se que depende principalmente do sistema imune inato, como células natural Kkiller
(NK), neutréfilos e macrofagos. Células NK sdo importantes fontes de IFN-y e TNF-a que
sdo essenciais para a ativacdo de macrofagos. Citocinas pro-inflamatérias sdo liberadas por
macrofagos e células NK em resposta a moléculas presentes na superficie de T. cruzi, mucinas
glicosilfosfatidilinositol (GPI), envolvida na adesdo do parasito a célula hospedeira. O sistema
imune adaptativo é aprimorado com as células B ativas circulantes. No inicio da infecgéo,
aproximadamente apos 15 dias, anticorpos imunoglobulinas IgM e IgG sdo encontrados no
soro do paciente (ANDRADE et al., 2014).

IFN-y é sintetizada apds a infeccdo em resposta a interleucina (IL-12) e TNF-a.
Células T CD4+ e CD8+ também produzem IFN-y. Em acdo conjunta, TNF-a e IFN-y
induzem a ativacdo de Oxido nitrico sintase (INOS) que catalisa a sintese de Oxido nitrico
(Figura 5) por macrofagos para inibir a replicacdo do parasito (GUTIERREZ et al., 2009).

Acredita-se que a autoimunidade pode ocorrer devido a tolerancia do tecido cardiaco
aos danos iniciais. Porém, essa auto tolerancia € rompida, o que resulta numa reacdo imune
contra as proprias proteinas do hospedeiro. A autoimunidade pode ser iniciada pelas leses
induzidas pelo parasito aos cardiomiocitos e/ou mimetismo molecular entre epitopos de
proteinas dos parasitos e do hospedeiro. As respostas imunes parasito-especificas e,
posteriormente, ndo especificas, resultam na liberacdo de auto antigenos num ambiente rico
em mediadores inflamatorios, como citocinas e quimiocinas, linfotoxinas e éxido nitrico.
Nesse ambiente, os potentes estimuladores imunes, podem ativar linfécitos T; uma vez
ativados, os linfécitos autorreativos podem proliferar em resposta a auto antigenos presentes
em células apresentadoras de antigeno (BONNEY; ENGMAN, 2015).
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Figura 5: Imunopatogénese da lesdo ao miocérdio. I: A lesdo ao tecido cardiaco inicia com a
multiplicagdo de T. cruzi que conduz & destruicdo do cardiomidcito. Inicia-se uma resposta imune
especifica contra os parasitos, porém a liberacdo de componentes celulares da célula hospedeira leva a
uma resposta imune contra os componentes das células hospedeiras. 1l: Auto anticorpos podem gerar
lesbes que medeiam a atividade do sistema complemento. Ill: Macréfagos ativados realizam a
opsonizacdo. Il e Ill: Essa ativagdo e mimetismo molecular entre parasitos e antigenos hospedeiros
geram auto anticorpos. 1V: Células T CD8" reconhecem auto anticorpos e destroem o tecido cardiaco.
V: Tecido injuriado conduz a produgdo de TNF-a o que resulta na produg¢do de oxido nitrico. A
infeccdo por T. cruzi também leva a producdo de éxido nitrico, responsavel pela geragdo do extenso
dano cardiaco devido ao estresse oxidativo. VI: Linfécitos T citoliticos destroem as células infectadas
e as células adjacentes. O processo imunopatoldgico continua durante a fase cronica, apesar do baixo
nivel de parasitemia, com progressivo processo inflamatorio por anos e resulta em fibrose e a dilatagcdo
do miocérdio.

Fase aguda Fase cronica

M Células T CD8*
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amastigotas
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Fonte: Modificado de Gutierrez et al., 2009.

1.3. Morfologia e ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi

O agente etiologico da doenca de Chagas (tripanossomiase americana) € o protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (JANNIN; VILLA, 2007; SCHMUNIS, 2007), ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (RASSI et al., 2012) da qual fazem parte os
causadores da doenca do sono ou tripanossomiase africana - T. brucei gambiensis, T. brucei

rhodesiensis, e da leishmaniose - espécies de Leishmania (Figura 6), caracterizada pela
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presenca de um unico flagelo e mitocondria que contém o cinetoplasto (TEIXEIRA et al.,
2012).

Figura 6: Tripanosomatideos em seus estagios parasitarios. A: T. cruzi. B: T. brucei. C: Leishmania
spp. A direita estfo as formas encontradas no mamifero hospedeiro. Em T. cruzi sdo tripomastigotas
intracelulares (macréfagos) e amastigotas intracelulares (células nucleadas). Em T. brucei sdo
tripomastigotas extracelulares (sanguineos). Em Leishmania spp., amastigotas intracelulares
(macrGfagos). A esquerda, estdo as formas encontradas no inseto vetor. Em T. cruzi, sdo epimastigotas
encontradas em triatomineos, principais espécies sdo Triatoma infestans e Rhodnius prolixus. Em T.
brucei, as formas prociclicas sdo encontradas na mosca tsé tsé do género Glossina. Em Leishmania
spp., promastigotas em mosquitos palha dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus.
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Fonte: Modificado de Bartholomeu et al., 2014.

Essa ordem apresenta uma Unica e ramificada mitocéndria, com muitas cristas (Figura
7). Na matriz mitocondrial ha uma regido de DNA condensado, denominado cinetoplasto. A
morfologia do cinetoplasto varia de acordo com o estagio de desenvolvimento: em
epimastigotas e amastigotas apresenta forma de bastdo, enquanto em tripomastigotas é
arredondada (DE SOUZA et al., 2009).

A mitocondria contém uma membrana externa, uma densa matriz e uma membrana
interna que forma finas dobras internas. Dentro da matriz mitocondrial esta o cinetoplasto,
contém o DNA mitocondrial, composto por moléculas circulares, maxicirculos e minicirculos
(TOMAS:; CASTRO, 2013) que representam aproximadamente 30% do genoma total.
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Maxicirculos codificam genes do complexo da cadeia respiratoria, como citocromo oxidase,
NADH desidrogenase e subunidades de ATP sintase. Minicirculos produz RNAs que atuam
no processamento de edicdo, insercdo ou remocao de residuos de uridilatos, para criar RNAm
funcionais dos genes codificados pelos maxicirculos (MENNA-BARRETO; DE CASTRO,
2014).

Figura 7: Esquema do corpo celular da forma epimastigota de T. cruzi.

Cinetoplasto Corpasculo Bolsa Complexo do
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Acidocalcissomo

Citostoma

Reticulo 5 /
endoplasmatico NUCIeO o nievo  Citofaringe Microtubulos
de Golgi subpeliculares
Flagelo —

Estrutura

Axonema paraflagelar

Fonte: Teixeira et al., 2011.

O parasito apresenta trés formas distintas. As formas tripomastigotas de T. cruzi
(Figura 8A) possuem a membrana ondulante e o cinetoplasto posicionado entre o nucleo e a
regido posterior. As formas amastigotas (Figura 8B) apresentam o nucleo grande, circular e
excéntrico. As formas epimastigotas (Figura 8C) apresentam o cinetoplasto anterior ao nucleo

e o flagelo emerge na extremidade anterior do parasito. (DE SOUZA, 2000).
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Figura 8: Morfologia de T. cruzi. (A) Tripomastigota no sangue. (B) Amastigota em tecido cardiaco.
(C) Epimastigota em meio de cultura. As setas indicam, (vermelho - C) cinetoplasto, (preto - N)
nlcleo e (preto tracejado - F) flagelo.

Fonte: Modificado de Do Campo et al., 2005; Laboratory Identification of Parasitic Disease of Public Health
Concern. Disponivel em <https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html>. Acesso em: 16
setembro 2017. (A): Tripomastigota. (B): Amastigota. (C): Epimastigota. N/seta preta: nucleo; C/seta vermelha:
cinetoplasto; F/seta tracejada: flagelo.

O ciclo de vida do parasito (Figura 9) € complexo e passa por distintos locais nos
hospedeiros vertebrados e invertebrados (TEIXEIRA et al., 2011). Alterna entre vertebrados
das Ordens Marsupialia, Edentata, Chiroptera, Rodentia, Artiodactila, Carnivora e Primates
(HOARE, 1972; JANSEN; ROQUE, 2010) e insetos vetores hematofagos da familia
Reduviidae (Figura 10), cujos os principais géneros sao: Triatoma, Panstrongylus e Rhodinius
(GOURBIERE et al., 2012).
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Figura 9: Ciclo bioldgico de T. cruzi no inseto vetor e no mamifero hospedeiro. (1): Triatomineo ao se
alimentar do sangue de mamifero, infecta-se com as formas tripomastigotas sanguineas. (2): As
formas tripomastigotas sdo conduzidas a porgao anterior do estdbmago. (3): As formas intermediarias
esferomastigotas e epimastigotas sdo digeridas. (4): Epimastigotas sobreviventes alcan¢cam o intestino
e multiplicam-se por divisao bindria. (5): Os epimastigotas ao atingir a regido posterior do intestino se
transformam em tripomastigotas metaciclicos. (6): O inseto ao se alimentar do sangue de mamifero,
libera os tripomastigotas metaciclicos infectivos junto com as fezes. (7): Tripomastigotas invadem a
regido lesionada ou a mucosa do hospedeiro vertebrado. (8): Tripomastigotas caem na circulacédo
sanguinea e invadem macrofagos. (9): Formagdo do vacuolo parasitoforo. (10): No interior do vacuolo
parasitoforo, o tripomastigota diferencia-se em amastigota. (11): Multiplicacdo no citoplasma por
divisOes binarias. (12): Amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas. (13): Ocorre a lise da célula
hospedeira e liberacdo dos tripomastigotas e de alguns amastigotas que ainda ndo diferenciaram. (14):
Tripomastigotas e amastigotas no ambiente extracelular. (15a): Tripomastigotas e (15b): amastigotas
infectam novas células.

Fases no inseto vetor

Eases no'mamiferohospedeiro

Fonte: Teixeira et al., 2011.
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Figura 10: Distribuicdo geogréfica de triatomineos. As areas em vermelho indicam os locais de
ocorréncia. As espécies grifadas em vermelho sdo consideradas de maior importancia.
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Fonte: Gourbiére et al., 2012.

1.4. Diversidade populacional de T. cruzi

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. 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 é composto por lla, 11b, lic, Ild e Ile, também
conhecidos por TclV, Tcll, Tclll, TcV e TcVI, respectivamente (ZINGALES et al., 2009).

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
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e América Central (Figura 11). Tcll € encontrado predominantemente nas regides sul e central
da Ameérica do Sul. A maioria dos isolados de Tcll é proveniente do ciclo doméstico. Tclll
esta 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 € severa e pode ocorrer conjuntamente com megaesdfago e
megacoOlon (ZINGALES et al., 2012).

Figura 11: Distribuicdo geogréfica de T. cruzi em DTUs nos ciclos silvestres e domeésticos.
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Fonte: Modificado de Zingales et al., 2012.
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1.5. Tratamento

A doenca de Chagas apresenta considerdveis desafios em termos de diagndstico,
controle vetorial e tratamento. A situacdo é agravada em virtude das cepas resistentes aos
medicamentos; ainda é desconhecida se a resisténcia é adquirida ou uma variacdo natural
(ALSFORD et al., 2013). Os unicos medicamentos (Figura 12) utilizados sdo nifurtimox (5-
nitrofurano  (3-metill-4-5"-nitrofurfurilidenoamina) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido),
lancado em 1967 pela Bayer como Lampit®; e benzonidazol (2-nitroimidazol (N-benzil-2-
nitroimidazol acetamida)), langcado em 1972 pela Roche como Rochagan®; posteriormente, a
tecnologia foi transferida para Lafepe em Pernambuco, Brasil (JANIN; VILLA, 2007;
URBINA, 2010). Desde a década de 80, a comercializacdo de nifurtimox foi descontinuada,
primeiro no Brasil, depois na Argentina, Chile e Uruguai (COURA; CASTRO, 2002), porém
tem sido utilizado na América Central e México (SOEIRO; DE CASTRO, 2011).

Figura 12: Estruturas quimicas de nifurtimox (NFT) e benzonidazol (BZ).
S
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Fonte: Modificado de Urbina, 2010.

A acdo desses medicamentos é muito limitada (PINAZO et al., 2010; JACKSON et al.,
2010), pois a eficacia do tratamento depende da fase da doenca, da suscetibilidade da cepa,
das condigdes fisiologicas do hospedeiro (COURA; CASTRO, 2002), da habilidade do
parasito em suprimir a resposta imunoldgica do hospedeiro (NAGAJYOTHI et al., 2012) e as
dificuldades de uso em pacientes imunodeprimidos e HIV positivos (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
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al., 2001). Acrescente-se a essas limitagOes, a falta de biomarcadores robustos na avaliacdo da
cura (PINAZO et al., 2014; SANTAMARIA et al., 2014; PINAZO et al., 2015).

Além da escassez na diversidade de farmacos, também ndo ha uma vacina disponivel
(DUMONTEIL et al., 2012; GUPTA et al., 2013). Um dos problemas que dificulta a obtencéo
de uma vacina sdo glicoproteinas e proteases presentes na superficie de membrana, como
mucina (FERGUSON, 1997; DOS REIS, 2011) e cruzipaina (FERRAO et al., 2015),
respectivamente, que auxiliam na evaséo ao sistema imunoldgico do hospedeiro.

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,
DOCAMPO, 2003).

Nifurtimox e benzonidazol atuam na formacdo de radicais livres e metabolitos
eletrofilicos. O grupo nitro de ambos os medicamentos é reduzido a grupo amino pela agéo de
nitroredutases, a reacdo é acompanhada pela formacdo de varios intermediarios de radicais
livres e metabdlitos eletrofilicos. A reacdo inicia-se com a reacdo catalisada por NADPH-
citocromo P-450 redutase que atua no grupo nitro (R-NO,) do nifurtimox e benzonidazol, o
que leva a producéo de radicais intermediarios de nitro anion (R-NO,¢"). Este radical ao reagir
com oxigénio molecular (O) regenera 0 medicamento (Figura 13). O anion superoxido (O,¢)
é dismutado a O, e peréxido de hidrogénio (H,0,), esses em presenca de Fe™, formam o
radical livre hidroxila (+OH). Esses radicais, principalmente *OH, ligam-se a lipidios,

proteinas e DNA e provoca danos a essas moléculas (MAYA et al., 2007).
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Figura 13: Acdo de benzonidazol e nifurtimox. O grupo nitro de benzonidazol e nifurtimox é reduzido,
a radicais livres e metabolitos eletrofilicos e radicais intermediarios de nitro &nion (R-NO,*"), por
nitroredutases dependentes de citocromo P-450. R-NO,+ ao reagir com O, regenera 0 medicamento e
produz O,¢, dismutado por superoxido dismutase (SOD) e produz H,0,. Radicais de nitro anion (R-
NO,*") e de hidroxila (*OH) ligam-se a macromoléculas e provoca os danos.

Benzonidazol Nifurtimox

RNO, RNO,

Proteinas
Acidos nucléicos

l
o + O3
Nitroredutases Lipidios 2 2‘\ Nitroredutases
SOD, /
OH’ +OH +F¢~ 03 +H,0, 0;

¥
Radical nitro anion Radical nitro &nion

RNO; RNO;

Fonte: Modificado de Maya et al., 2007.

A atividade citotoxica de benzonidazol ainda ndo é bem elucidada. Sabe-se que a
toxicidade de compostos nitroheterociclos que geralmente funcionam como pro-farmaco,
depende da ativacdo por bioreducdo dentro da célula do parasito por nitroredutase
mitocondrial NADH-dependente, a qual utiliza flavina mono nucleotideo (FMN) como co-
fator. A etapa chave do processo é a reducdo do grupo nitro ligado ao anel aromatico por
nitroredutase tipo I, presente em procariotos e alguns protozoarios parasitos, como T. cruzi,
porém ausente em humanos. Essa nitroredutase ao realizar a transferéncia de elétrons ao
substrato forma um intermediario nitroso (Figura 14). A seguir, mais uma etapa de reducéo
ocorre e gera hidroxilamina que forma nitrénio, e este um derivado hidroxi. O derivado
hidroxi ao receber dgua forma isdmeros cis e trans de dihidro-dihidroxi que ao quebrar libera
glioxal. A reducdo de benzonidazol produz glioxal, metabolito citotoxico, um di-aldeido
capaz de formar aductos com proteinas, DNA e pequenas moléculas, como glutationa. Os
efeitos deletérios de glioxal na célula seriam provocados pelas reacGes com as cadeias laterais
de aminoacidos, o que levaria a inibicdo enzimaética, ligacdo cruzada entre proteinas e
degradacéo alterada de proteinas; enquanto que para os &cidos nucléicos promoveria ligagdo
cruzada entre DNA e mutagdo (HALL; WILKINSON, 2012).
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Figura 14: ReacOes de reducdo de benzonidazol. Redugdo de benzonidazol (nitroimidazol) leva a

formacdo de dihidro-dihidroxi (forma cis ou trans) que ao ser quebrado forma glioxal, forma aducto
guanosina-glioxal.

Nitroimidazol Nitroso Hidroxilamina Nitrénio Hidroxi Dihidro-dihidroxi

(x“ [ (xw%(xw_.mfx be

\
I N " H /\N/\NH,
|
R R
R—CHZCONHCHZbenzH

!

Nitrénio Hidroxi Dihidro-dihidroxi

(KNH-—¢ HO/(/\%NH — /< /\NH,

|

Guanosina-glioxal Guanosina Glioxal
(dialdeido)
OH
/ NM»
OH ™y pH | Q N
A A ~—om -— N NZ -~ N\ >\\NH
% 5 ’IV ‘L 7——0 | L o/ -4 HT 2

R

Fonte: Modificado de Hall; Wilkinson, 2012.

Benzonidazol é capaz de induzir a formacdo de deoxiguanosina trifosfato (8-0xoG),
um 2’-deoxiribonucleosideo-5’-trifosfato (ANTP) oxidado, substrato para a sintese de DNA.
Esse dNTP oxidado pode incorporar ao DNA e ocasionar o pareamento errado com adenina, o
que ocasiona mutacao por transversdo de AT para CG, quebras duplas na cadeia de DNA,
desempacotamento da heterocromatina, perda do envoltério nuclear. O que nédo esta elucidado
é se essa oxidacdo é devido a acdo direta dos intermediarios de benzonidazol ou efeito

colateral do estresse oxidativo gerado pelo medicamento (RAJAO et al., 2014).

1.6. Prospeccao de substancias anti T. cruzi

Na busca por moléculas terapéuticas, a adicdo de um grupo nitro ocasiona mudangas

quimicas nas moléculas e altera a lipofilicidade e a solubilidade em &gua, dada a mudanca na
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polaridade, e as propriedades eletrdnicas e estéricas. A bioreducdo enzimatica resulta em
radicais livres que sdo toxicos para bactérias e parasitos. Nitro compostos tem sido utilizados
na terapéutica como anti-hipertensivos, anti-inflamatorios, sedativos/hipnoticos,
anticoagulantes, anti-histaminicos H2, antibacterianos e antiparasitarios. Nitro compostos tem
a habilidade de desestabilizar membranas biolégicas e aumentar a concentragdo de espécies
reativas de oxigénio que interagem com biomoléculas (CHUNG et al., 2011).

1.6.1. Compostos nitroheterociclicos

Os principais produtos gerados por compostos nitroheterociclicos (R-NOy),
responsaveis pela atividade citotoxica, sdo anions nitro-radicais (R-NO2+) e derivados
hidroxilaminas (R-NHOH). Compostos intermediarios formados a partir da reducéo de nitro
compostos podem interagir com residuos de tiol presentes nas enzimas de microrganismos
(CHUNG et al., 2011).

O grupo nitro (R-NO;) de compostos nitroheterociclos ao ser reduzido (Figura 15),
recebe dois elétrons e dois protons, forma um composto intermediario nitroso (R-NO), mais
dois elétrons e dois prétons séo adicionados o que resulta em intermediario hidroxilamina (R-

NHOH) e a adi¢do de mais dois elétrons resulta na formacéo de amina (CHUNG et al., 2011).

Figura 15: Processo bioredutor de nitro compostos.

(1)R-NO, + ¢ ———  RNO,
(2)R-NO; + 2H"* — > RNOH;
(3) RNOHy + & —— = R-N(OH),
(4) RN(OH), ———=  RNO+H;0
(5) RNO +2¢ +2H* ——  R-NHOH

(6) RNHOH + 2¢" + 2H* — ™  R-NH, + H50

Fonte: Chung et al., 2011.

A reducdo enzimética de nitro compostos, pode ser em ambiente aerébico ou anaerdbico,

resulta na formacdo de radical anidnico (Figura 16). Em ambiente aer6bio, o nitro radical
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anibnico ao interagir com o oxigénio molecular presente no meio, forma o &nion superéxido
(O2¢) que pela acdo da enzima superdxido dismutase forma peréxido de hidrogénio (H,0,),
este em presenca de Fe™ libera hidroxila (+OH) téxica a microorganismos. Em condigdo
anaerdbia, o grupo nitro, geralmente, é reduzido a derivado amino e os principais metabdlitos
séo radicais anionicos, derivado nitroso, radical Ar-NO,He«+ e hidroxilamina (CHUNG et al.,
2011).

Figura 16: Rotas aerdbia e anaerébia do metabolismo de nitrocompostos.
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Fonte: Chung et al., 2011.

Compostos nitrofuranicos apresentaram atividade inibitoria de tripanotiona redutase ao
interferir na reducdo dissulfeto da enzima (BLUMENSTIEL et al, 1999).
Hidroximetilnitrofural (Figura 17), derivado de nitrofural, apresentou maior atividade anti T.
cruzi, formas tripomastigotas e amastigotas, em relacdo ao nitrofural e benzonidazol
(CHUNG et al., 2003). Hidroximetilnitrofural demonstrou afetar a atividade biologica das
formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, ao inibir o crescimento e

interferir no processamento de RNAmensageiro (RNAm) ao diminuir a producdo de pequenos

Andréa Akiko Nakaima Kohatsu




Introdugdo 38

RNAs nucleares (U1, U2 e U4 snRNA), consequentemente altera o trans-splicing, reagéo de
esterificacdo para formacdo de RNAm de tripanosomas (BARBOSA et al., 2007).

Figura 17: Sintese de hidroximetilnitrofural. A partir da adicdo de hidroxila em nitrofural (I)
obtém-se o hidroximetilnitrofural (I1).
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Fonte: Chung et al., 2003.

1.6.2. Derivados benzofuroxanicos

Compostos benzofuroxanicos apresentam atividade anti tumor (FARIAS et al., 2015).
bacteriostatica e fungistatica (CHUGUNOVA et al., 2014) e anti leishmania (DUTRA et al.,
2014). Derivados benzofuroxanicos apresentaram também atividade anti T. cruzi, para formas
epimastigotas (BOIANI et al., 2010; JORGE et al., 2013; BENITEZ et al., 2014) e
amastigotas, sem ser mutagénico para camundongos Mus musculus (BOSQUESI, 2013).

Compostos benzofuroxanicos tem demonstrado ser uma alternativa promissora na
busca por moléculas anti-chagasicas, pois sdo menos toxicos que benzonidazol e nifurtimox e
apresentam um sistema nitroaromatico oxidativo de compostos nitroheterociclicos. A
estrutura =N (>0) O presente nos derivados benzofuroxanicos confere as propriedades
eletro-aceptoras similares aos compostos nitro-aromaticos ou N-6xidos que sdo utilizados em
agentes anti tumoral e/ou citotdxico bioredutores ativados. Tem sido proposto que a
citotoxicidade de benzofuroxanicos seja devido a reagcdo com grupo tiol, por isso apresentam
potencial atividade inibidora de tripanotiona redutase (JORGE et al., 2013). Além da reacédo
de benzofuroxanicos com o grupo tiol (sulfidrila, -SH) (SARLAUSKAS et al., 2009), a
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reducdo do grupo nitro leva & formacio de espécies reativas de oxigénio (SARLAUSKAS et
al., 2014). A estrutura N-Oxido apresentou ser essencial para atividade tripanossomicida em
formas epimastigotas de T. cruzi (CERECETTO et al., 1999).

Supde-se que benzofuroxanicos estejam relacionados com a capacidade de doacgéo de
6xido nitrico (NO) devido a presenca do anel furoxanico; apresentam grupos que retiram
elétrons, que é induzido por tiol a liberar NO (JOVENE et al, 2013). O ataque de uma
molécula de tiol ao nitrogénio N-Oxido (Figura 18), o &omo de enxofre da cisteina age como
nucleéfilo, ocasiona a abertura do anel furoxanico e produz um intermediario. Uma segunda
molécula de tiol ataca o carbono alfa da sub-unidade N-6xido substituido com nitroso, ocorre
a formac&o de subprodutos e tionitrito, precursor de NO (BOSQUESI, 2013; JOVENE et al,
2013).

Figura 18: Mecanismo proposto para liberagcdo de NO dependente de tiol por nucleo furoxanico.
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Fonte: Bosquesi, 2013.

Nifurtimox, derivado nitrofuranico, bem como hidroximetilnitrofural (CHUNG et al.,
2003; BARBOSA et al., 2007) e derivados benzofuroxanicos (BOIANI et al., 2010)
apresentam atividade anti T. cruzi; os benzofuroxanicos podem inibir tripanotiona redutase
(JORGE et al., 2013). Bosquesi (2013) sintetizou derivados benzofuroxanicos (Figura 19),
compostos benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol-1-N-0xido. O anel nitrofurénico, presente no
nitrofural, foi substituido por nucleos benzofuroxanicos e foram obtidos isosteros de nitrofural
(Figura 20).
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Figura 19: Sintese de derivados benzofuroxanicos (BZFS e BZTS) a partir da substituigdo de

nitrofuranico do nitrofural (NF) por benzofuroxanicos (BZF).
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Fonte: Modificado de Bosquesi, 2013.

Figura 20 : ReacGes da sintese de derivados benzofuroxanicos. (1) 4-cloro-3-nitrobenzaldeido (2) 4-
azido-3-nitrobenzaldeido (3) 6-formilbenzo[c]-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (4) semicarbazida (5) 6-

((metil)benzo[c](2-carbamoilidrazona)-1-N-0xido-1,2,5-oxadiazol

(6) tiosemicarbazida (7) 6-

((metil)benzo[c](2-carbamotiolidrazona)-1-N-6xido-1,2,5-oxadiazol.(t.a.) temperatura ambiente.

CHO

CHO
NaN,
—
NO, NO,
N3
(2)
H CH3CH,0H
N_ _NH, . Ho 3227
o L S ﬁ
o} 6 (o]
=N! 4)
N
(3) H
R NH, _CHiCHOH
HoN T ta.
S
(6)

Fonte: Modificado de Bosquesi, 2013.
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1.7. Metabolismo oxidativo

Organismos aerobios utilizam oxigénio molecular (O;), como o aceptor de elétron na
producdo de energia por processos oxidativos, que é reduzido a &gua (Figura 21). Esse
oxigénio molecular pode ser parcialmente reduzido a espécies relativamente estaveis ao
receber um, dois ou trés elétrons, com a formacdo de anion superdxido (O,¢), peréxido de
hidrogénio (H20,) e radical hidroxila (*OH), respectivamente. Apesar de O,* ndo ser muito
reativo, é o precursor de H,O, e outros dois fortes oxidantes, perdxinitrito (ONOO") e HO-

(TURRENS, 2004).

Figura 21: Via oxidativa aerdbia, reducdo do oxigénio e producdo de EROs e ERNS.
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A via aerobia é um processo oxidativo no qual sdo produzidas moléculas com dtomos
de oxigénio (EROs: espécies reativas de oxigénio) ou nitrogénio (ERNSs: espécies reativas de
nitrogénio) com elétron desemparelhado (BARREIROS et al., 2006). Estresse oxidativo é a
situacdo na qual ocorre o deshalanco entre oxidantes e antioxidantes. A principal fonte de
estresse oxidativo em células vivas sdo as EROs, moléculas derivadas de oxigénio, altamente
reativas com as biomoléculas (AGUIAR et al., 2013).

O radical *OH é o mais deletério, pois apresenta meia-vida muito curta e alta
reatividade, ataca as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturacdes. Pode
ser formado pela reacdo de H,O, com metais de transicdo. O radical hidroxila causa danos ao
DNA, RNA, proteinas e membranas celulares. No DNA, ataca as bases nitrogenadas e a
desoxirribose. O ataque ao agucar pode ser realizado por abstracdo de um dos atomos de
hidrogénio e quase sempre leva a ruptura da cadeia de DNA. A eletrofilicidade do <OH
possibilita a sua interacdo com as bases nitrogenadas por adi¢do as insaturacfes em sitios de
alta densidade eletrbnica, por isso pode reagir com as bases puricas e pirimidinicas. Nos
aminodcidos e proteinas, *OH pode reagir com a cadeia lateral, preferencialmente de cisteina,
histidina, triptofano, metionina e fenilalanina. Os ataques aos aminoacidos que compdem as
proteinas podem gerar clivagens de ligacbes com ou sem fragmentos e ligacbes cruzadas, a
consequéncia pode ser a perda de atividade enzimatica, dificuldades no transporte ativo por
meio de membranas celulares, citdlise e morte celular. O ataque ocorre por adicdo do radical
HO- ou por abstracdo de hidrogénio do carbono Co—COOQO™ ligado ao carboxilato e grupo
amino. O radical *OH pode atacar lipidios de membranas celulares em sitios suscetiveis,
como o grupo metilénico alélico, converte-o em novo centro de radical livre. O carbono
radicalar adiciona oxigénio e gera o radical lipidio-peroxila, que pode facilmente atacar as
proteinas nas membranas. O anion O, pode reagir com *OH e produzir oxigénio singleto
(*O2), bem como com «NO e produzir ONOO™ (BARREIROS et al., 2006).

A principal consequéncia do estresse oxidativo é o dano ao DNA, no qual resulta na
instabilidade genémica. Guanina (G) é a base mais suscetivel a oxidacdo, devido ao seu baixo
potencial redutor. O produto principal da oxidacdo da G é a formacdo de 7,8-dihidro-8-
oxoguanina (8-oxoG). A correlacdo entre a producdo de EROs e a formacdo de 8-0xoG é um
bom biomarcador celular para indicar o estresse oxidativo. 8-0xoG ao assumir a conformacéo
syn € mutagénica, dada a forte habilidade funcional de mimetizar timina. Se ndo for reparada,

8-0x0G pode parear com adenina e causar uma transversao de G:C para T:A. Na duplicacdo
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do DNA, 8-0x0G ao ser inserida pode gerar duplas quebras o que torna essa lesdo deletéria
(AGUIAR et al., 2013).

A reacdo de EROs com as bases nitrogenadas e o esqueleto de acucar e fosfato da
cadeia de DNA produzem quebras simples ou duplas na cadeia, modificacdes nas bases, sitios
apurinicos/apirimidinicos e ligacGes de DNA-proteinas. Duplas quebras sdo letais se deixadas
ndo pareadas, pois as bases oxidadas podem ser mutagénicas, citotoxicas ou ambas. Duplas
quebras no DNA sdo reparadas por recombinacdo ndo homologa e homdloga. Bases
modificadas sdo primeiramente removidas por DNA glicosilases, o que produz no local sitios
sem bases (Figura 22) que séo removidos por reparo de excisao de base (MACHADO-SILVA
et al., 2016).

Figura 22: Reparo na lesdo de 8-oxoguanina no DNA. Na replicagdo do DNA, se for utilizado 8-0xoG
sera incorporado A na cadeia oposta pela DNA polimerase, o pareamento errado resultante produz
mutacdo por transversdo C:G para A:T. O reparo no DNA pode ser por excisdo de base para remover
8-0x0G.
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Fonte: Modificado de Machado-Silva et al., 2016.

T. cruzi precisa sobreviver ao microambiente altamente oxidativo produzido pelo
macrofago, para se reproduzir e disseminar para outros macrdfagos e outras células (células
do musculo liso e estriado e fibroblastos) e estabelecer a infec¢do. Por isso mecanismos

antioxidativos sdo de extrema importancia para T. cruzi (PIACENZA et al., 2009b).
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Macrofagos Naive (ndo estimulados por citocinas), produzidos pelo sistema imune
inato do hospedeiro, ao internalizarem os tripomastigotas no vacuolo fagossomal (Figura
23A), ativam NADPH oxidase (NADPHox), associada na membrana, que ao ativar um
complexo de flavoenzima leva a formacdo de grande quantidade do &nion superoxido (Oz¢).
O radical O,+ dismuta a perdéxido de hidrogénio (H,O;) por acdo de superdxidos dismutases.
fons com metal de transicio em presenca de H,O, geram o radical hidroxila (+*OH), um
oxidante altamente reativo e sem especificidade (PIACENZA et al., 2009b).

No inicio da infeccdo, as células natural killer (NK) produzem citocinas pro-
inflamatorias, interferon gama (INF-y), que estimulam os macr6fagos a ativarem éxido nitrico
sintase que gera oxido nitrico (*"NO), produzido no citoplasma do macr6fago que ao entrar no
fagossomo reage com O+ e produz peroxinitrito (ONOQO"), poderoso oxidante e citotoxico
que atua contra patdgenos (Figura 23B). Peroxinitrito também aumenta a producdo de *OH,
dioxido de nitrogénio (*NOy) e carbonato (CO3¢), radicais que oxidam DNA e lipidios e
participam da oxidacéo e nitragdo de proteinas (PIACENZA et al., 2009b). Peroxinitrito reage
diretamente por meio de reac6es de oxidacdo a moléculas que contenham tiol. As reacdes de
oxidacdo de dois elétrons do ONOO™ com tidis de baixo peso molecular, RSH e T(SH),,
geram o0s derivados sulfénicos (R-SOH) e dissulfetos (R-SS-R, TS;), respectivamente
(PIACENZA et al., 2012).

Figura 23: Lise de T. cruzi dependente de peroxinitrito. Foto de microscopia eletrénica de macréfagos
naive e INF-y estimulado apos 2 horas de infec¢do. (A): Ultra estrutura de macrofago naive infectado
pela forma tripomastigota de T. cruzi. (B): As zonas densas, indicada pela seta, mostram a lise celular
de T. cruzi devido ao alto poder citotdxico do peroxinitrito produzido pelo macréfago estimulado por
INF-y.
A B
Macroéfago Naive Macrofago INF-y estimulado

Fonte: Modificado de Piacenza et al., 2009b.
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1.8. Mitocondria de Tripanosomas

A mitocondria € uma organela responsavel pela producdo de energia para a
sobrevivéncia da célula, crescimento e diferenciacdo, homeostase de célcio, balango redutor,
resposta ao estresse oxidativo e morte celular. A compartimentalizacdo da mitocondria em
membranas internas e externas, espaco intermembranas e matriz propicia um microambiente
otimizado para processos de biossinteses e catabdlicos. A mitocéndria apresenta papel central
na regulacdo de morte celular programada, alteracbes no volume da mitocondria e
despolarizacdo da membrana conduzem a sinais de apoptose, como ativacdo proteolitica de
caspases. A mitocondria € a maior fonte de EROs, mesmo sob condi¢cbes normais de
fisiologia, como sinalizacdo celular e proliferacdo, ou que indicam citotoxicidade. O principal
local que gera EROs é a cadeia transportadora de elétrons na mitocondria. Por isso moléculas
antioxidantes mitocondriais sdo importantes para manter a homeostase de EROs que néo
sejam letais (MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014).

1.8.1. Cadeia respiratoria

Na oxidacdo da glicose na glicolise ocorre a formacdo de piruvato que é transportado
para a matriz mitocondrial e fornece NADH, produzido também no ciclo do &cido
tricarboxilico, na matriz mitocondrial. O ciclo do acido tricarboxilico além de NADH produz
succinato. NADH e succinato sdo substratos ricos em elétrons para serem oxidados pela
cadeia respiratoria do complexo 11. No complexo Il ocorre a oxidacao de succinato a fumarato
por ubiquinona oxidoredutase, processo sem a translocacdo de proton através da membrana
como ocorre nos outros complexos da cadeia respiratéria. Ubiquinona (UQ), pequena
molécula orgéanica lipossoluvel, que difunde dentro da membrana mitocondrial interna (Figura
24). A forma reduzida de ubiquinona, ubiquinol (UQH,) difunde para o complexo Ill, ou seja,
transfere elétrons do complexo Il para o I1l. No complexo 111, UQH, é oxidado a UQ, prétons
sdo liberados para o espaco intermembranas mitocondrial e os elétrons sdo transferidos para a
reducdo do citocromo c redutase, localizado na membrana mitocondrial interna. O citocromo
c transfere elétrons do complexo Il para o IV. No complexo IV, o citocromo ¢ oxidase
transfere elétrons para O, que é reduzido a H,O. Esse processo requer a captacdo de proton da

matriz, bem como o gradiente de protons formados sdo liberados para o espago mitocondrial
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intermembranas. Esse processo de transferéncia de elétrons fornece a energia para a produgéo
de ATP na matriz, a partir de ADP e fosfato (RICH; MARECHAL, 2010). O complexo |
apresenta funcdo limitada (GONCALVES et al, 2011), ndo ha consenso se apresenta
atividade NADH desidrogenase (TOMAS; CASTRO, 2013).

A sintese aerébia de ATP por via da fosforilagdo oxidativa forma, a partir oxigénio
parcialmente reduzido, o radical O, que é dismutado a H,O, por superéxido dismutase
(GONCALVES et al., 2011). A maior producio de O,+~ ocorre no complexo Il (TOMAS;
CASTRO, 2013).

Figura 24: Cadeia respiratoria em T. cruzi. A oxidacdo de succinato a fumarato produz elétrons que
sdo carreados por ubiquinol (UQH,), transfere elétrons do complexo Il ao I1l. No complexo I11, UQH2
é oxidado a ubiquinona (UQ), o que produz elétrons transportados por citocromo ¢ ao complexo 1V.
Os elétrons sdo utilizados na reducdo de O, processo em que ocorre a producdo de H,O. A
eletrotransferéncia através dos complexos Il e IV esta acoplada a translocacdo de préton (H*) da
matriz para o espaco intermembranas mitocondrial, o que gera o potencial da membrana mitocondrial
(A¥,,). O gradiente eletroquimico de préton (H) é utilizado para a producéo de ATP a partir de ADP
e Pi. Os processos de eletrotransferéncia que envolvem o complexo Il e 111 e os carreadores ubiquinol

e citocromo ¢ redutase sdo os principais formadores de EROs.

Citoplasma
Espaco n " 2
intermembrana A\l’p "
"

' H,O0 F|

Fumarato Succinato 0: ’
EROs
Matriz
n
App+p  ATP

Fonte: Modificado de Gongalves et al., 2011.
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1.9. Proteinas do metabolismo oxidativo e alvos moleculares

Ao contrario dos hospedeiros mamiferos, tripanosomatideos apresentam metabolismo
redutor baseado em tiol, que sdo dependentes de tripanotiona ditiol, mantida em seu estado
reduzido [T(SH).], a partir do estado oxidado (TS;) pela tripanotiona redutase (TR). T(SH).
atua como doador de elétron para triparedoxina peroxidase (TXNPX) para que esta possa
exercer a atividade peroxidase (IRIGOIN et al., 2008; GRETES et al., 2012). Os sistemas
detoxificadores enzimaticos baseados na via da tripanotiona ditiol e triparedoxina recebem
elétrons a partir da doacdo de NADPH (derivado da via pentose fosfato). No citosol,
tripanotiona [T(SH),] é sintetizada por tripanotiona sintetase (TS) a partir de duas moléculas
de glutationa (GSH) que séo covalentemente ligadas a espermidina (PIACENZA et al., 2012).

Com isso é formado o sistema constituido por tiol peroxidases (Figura 25) que contém
oxidoredutases da superfamilia tioredoxina: triparedoxina peroxidase (TXNPXx), reduzida por
triparedoxina (TXN), que por sua vez ¢ mantida no estado reduzido por tripanotiona (T(SH).),
mantida no estado reduzido por tripanotiona redutase (TR) que € reduzida por NADPH
(TOMAS; CASTRO, 2013).

Em T. cruzi (Figuras 26 e 27) foram descritas cinco peroxidases (duas glutationas
peroxidases, duas triparedoxinas peroxidases e uma ascorbato heme-peroxidase dependente)
que diferem na localizacao subcelular e substrato especifico. Gluationa peroxidase-1 (GPXI),
localizada no citosol e glicossomo, atua em hidroperoxidos (ROOH), enquanto que glutationa
peroxidase-11 (GPXII), no reticulo endoplasmatico, atua em hidroperéxidos de lipidio
(LOOH). Triparedoxina peroxidase citosdlica (cCTCTXNPX) e mitocondrial (mTcTXNPX)
utilizam triparedoxina (TXN) como substrato redutor, para que possam detoxificar ONOO",
H,O, e pequenas cadeias organicas de hidroperoxidos. Ascorbato heme-peroxidase
dependente (APX), no reticulo endoplasmatico, converte o H,O, em H,O (PIACENZA et al.,
2012)
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Figura 25: Sistema de tiol peroxidases em T. cruzi.
NADPH NADP*
Glutationa
(GSH)

T Espermidina >—<

Tripanotiona

sintetase (TS) Tripanotiona Tripanotiona
redutase oxidada (TR,) redutase reduzida (TRq)
Tripanohona Tripanotiona
reduzida (T oxidada (TS,)
Triparedoxina Triparedoxina
oxidada (TXN,,) reduzida (TXNeq)
Triparedoxina peroxidase Triparedoxina peroxidase
reduzida (TXNPx,eq) oxidada (TXNPx,)
HZOZ 2
ROOH ROH + H,0

Em T. cruzi (Figuras 26 e 27) foram descritas cinco peroxidases (duas glutationas
peroxidases, duas triparedoxinas peroxidases e uma ascorbato heme-peroxidase dependente)
que diferem na localizacao subcelular e substrato especifico. Gluationa peroxidase-1 (GPXI),

localizada no citosol e glicossomo, atua em hidroperéxidos (ROOH), enquanto que glutationa

Fonte: Autor.

peroxidase-11 (GPXII), no reticulo endoplasmatico, atua em hidroperéxidos de lipidio
(LOOH). Triparedoxina peroxidase citosdlica (cCTCTXNPx) e mitocondrial (mTcTXNPX)

utilizam triparedoxina (TXN) como substrato redutor, para que possam detoxificar ONOO",
H,O, e pequenas cadeias organicas de hidroper6xidos.
dependente (APX), no reticulo endoplasmatico, converte o H,O, em H,O (PIACENZA et al.,

2012).

Ascorbato heme-peroxidase

Andréa Akiko Nakaima Kohatsu




Introducéo

49

Figura 26: Enzimas dos processos antioxidativos em T. cruzi.
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Fonte: Autor.
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Figura 27: Distribuicdo subcelular em T. cruzi (citosol, mitocdndria e reticulo endoplasmético) de
enzimas do sistema antioxidante. O doador de elétron para o sistema enzimatico é NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), derivado da via pentose fosfato. Na mitocéndria, a
cadeia transportadora de elétrons é o principal local de formacéo de O,+ (esfera azul), principalmente
no complexo I (CIII). A respiragdo mitocondrial é interrompida pelo *NO (esfera cinza), produzido
pelo hospedeiro, que inibe citocromo ¢ oxidase do complexo IV (CIV) do parasito. Consequentemente,
citocromo ¢ redutase do ClII aumenta a producéo de O, e este contribui para a formacdo de ONOO™
(esfera verde). O tamanho das esferas de *NO, ONOO™ e O+ ilustram a capacidade difusional desses
oxidantes.

Reticulo endoplasmatico o Mitocondria
/ 2
LOH | 5
- 5 resoz)A H,0, r
o \ /NADPH L3 . T(SH),
LOOH . 0, H,0 N
mT
H,0 >‘px \\! ADP’ '\>/‘ TXNPx /TR
T(SH T
1,0, (SH)# TXNo IS,
. TS
: a3 HY)) 3
Citosol =
FeSOD-B ’C‘f“

5 H 0, Espermldlna

ONOO

— Ribulose-5P
\/ N
NADP* :
Glicose-6P
ROOH (‘ PX- [ TXNo
T(SH)#
NADPH
ROII
OYE
NADP+< '\ FMNH,

Fonte: Modificado de Yamaguchi et al., 2011; Piacenza et al., 2012.

Além das peroxidases, existem quatro superoxidos dismutases que contém ferro como
co-fator metélico (FeSOD). Realizam a dismutacdo do anion O,¢ para peroxido de
hidrogénio (H,O,) e oxigénio molecular (O,). Localizam-se na mitocondria (FeESODA), no
citosol (FeSODB) e glicossomo (MATEO et al., 2008). No citosol esta presente também old
yellow enzyme (OYE), pertencente a familia das flavoenzimas (WILLIAMS; BRUCE, 2002).
Apresenta atividade NADPH oxidoredutase, contém flavina mononucleotideo (FMN) como
grupo prostético (MURTA et al., 2006), que reduz substancias tripanossomicidas (KUBATA
et al., 2002; UCHIYAMA et al., 2005). NADPH reduz FMN a FMNH,, para a enzima exercer
sua funcéo redutora (YAMAGUCHI et al., 2011).
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A identificacdo de genes que séo expressos de modo diferencial em populacGes de T.
cruzi suscetivel ou resistente ao benzonidazol (MURTA et al., 2008) poderia auxiliar na busca
por alvos e no desenvolvimento de farmacos mais especificos (TURRENS, 2004; PIACENZA
et al., 2013). Estudos com cepas resistentes relataram elevacdo no nivel de expressdo de
algumas proteinas antioxidativas em cepas resistentes, quando tratadas com benzonidazol
como triparedoxina peroxidase (ANDRADE et al, 2008; NOGUEIRA et al., 2009;
KOHATSU, 2013). Observou-se aumento da expressdo desta enzima em diferentes cepas
tratadas com benzonidazol; outras enzimas também aumentam sua expresséo, tais como: old
yellow enzyme (MURTA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008), superdxido dismutase
(NOGUEIRA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008), calpaina, cisteina peptidase, tirosina
aminotransferase, glutamato desidrogenase e nucleosideo difosfato quinase (ANDRADE et al.,
2008).

1.9.1. Triparedoxina peroxidase (peroxiredoxina)

Cisteina (Cys) é um residuo de aminoacido altamente conservado nos locais
funcionais em proteinas, com atividades regulatorias, cataliticas e de ligacdo. Cys apresenta o
atomo de enxofre na forma de grupo tiol (sulfidrila), reativo com eletrofilos e agentes
oxidantes, além de ter alta afinidade por metais. O tiol (R-SH), ao ionizar, gera o tiolato (R—
S), formas protonada e desprotonada do residuo Cys (Figura 28), respectivamente (POOLE,
2015).

Figura 28: Forma protonada e desprotonada do residuo de cisteina. A desprotonacdo do grupo tiol (R—
SH) gera a forma carregada de tiolato (R-S"). As linhas tracejadas representam as ligacdes peptidicas

de residuos préximos.
H+
Ed R
P I.k(\SH _L‘ "‘S-
H

HN. +

-~
-~

Fonte: Modificado de Poole, 2015.

Peroxiredoxinas ou triparedoxina peroxidase (TXNPx) tem em comum o residuo de

cisteina conservado, a cisteina peroxidatica (Cp) que reduz peroxidos. Seguida a oxidacdo da
Andréa Akiko Nakaima Kohatsu




Introducéo 52

Cpr pelo substrato, um segundo tiol livre, cisteina resolucéo (Cg), forma uma ligacéo dissulfeto
com C, (Figura 29). A diferenca entre as peroxiredoxinas (1-Cys e 2-Cys) é a quantidade de
residuos de cisteinas envolvidos nas catélises, ou seja, quem fornece Cg, provém de outra
molécula (1-Cys) ou de outra peroxiredoxina (2-Cys). 2-Cys pode ser dividida em tipica 2-
Cys e atipica 2-Cys, diferem na formacdo da ligagdo dissulfeto. Na tipica 2-Cys a ligacéo
dissulfeto ocorre entre C, de uma cadeia com Cr da outra cadeia, formagdo de ligacdo
dissulfeto intermolecular. No caso da atipica 2-Cys, Cr se encontra na mesma molécula,
formacéo de ligacéo dissulfeto intramolecular (PINEYRO et al. 2005; HALL et al., 2009).

Figura 29: Mecanismo da reacdo catalitica de TXNPx (Prx). Para as trés classes de Cys, no primeiro
passo da reacdo, a cisteina peroxidatica (SpH) é oxidada a acido sulfénico (S,OH) ao atacar o substrato
peroxido (ROOH). No segundo passo da reacdo, no caso da 2-Cys tipica, a cisteina resolucdo (SgH),
localizada no C terminal de outra subunidade, ataca o acido sulfénico da cisteina peroxidatica (SpOH)
de uma subunidade. Essa reacdo de condensacao resulta na formacao de estavel ligagdo dissulfeto (Sp,
em preto e Sg, em vermelho) intersubunidades (barra em preto e vermelho). Para a 2-Cys atipica, a
cisteina peroxidatica e a resolucdo estdo no mesmo polipeptidio, a ligacdo dissulfeto é intramolecular.
No caso de 2-Cys, sdo mantidas no estado reduzido por redutase flavoproteina dissulfeto e redutase
ditiol (2 RSH) que ¢ oxidada a dissulfeto (RSSH). No caso de 1-Cys, a ligacdo dissulfeto entre as
cisteinas (Sp e Sg) € intramolecular, e sdo mantidas no estado reduzido por tidis de baixo peso
molecular.
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2 RSH

HOH
5N S
2-CysPrx” | 2-Cys Prx’ ROH
~ SR N ~ S

Redutases
dissulfeto

RSSR ROOH

2-Cys Atipica HOH
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2 RSH 2-Cys Prx -~ B
N S N SgH
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RSSR 2-Cys Prx/ ROOH
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SpH
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Fonte: Modificado de Wood et al., 2003.
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TXNPx é membro da ubiqua familia peroxiredoxina, uma peroxidase que utiliza
triparedoxina, membro da superfamilia tioredoxina, como fonte doadora de elétron (Figura
30), proveniente do residuo de cisteina, para remover peréxidos (CASTRO; TOMAS, 2008).
O ciclo catalitico de TXNPx pode ser dividido em: peroxidacdo, resolucdo e regeneracdo
(HALL et al., 2009).

Figura 30: Mecanismo catalitico de TXNPx (2-Cys tipica). 1: Cisteina peroxidatica (Cp) do dimero de
triparedoxina peroxidase (TXNPx) reage com ROOH e produz ROH (élcool) e —SOH (acido
sulfénico). 2: Ocorre a formacdo da ligacdo ponte dissulfeto (S-S) intermolecular entre TXNPX,
reacOes entre Cys oxidada (—SOH) e o grupo tiol distal (-SH), com concomitante liberacdo de agua. 3:
A ligacdo dissulfeto é atacada por uma Cys do grupo tiol de triparedoxina (TXN). 4: Um intermediario
catalitico é gerado, no qual Cp é restaurado a sua forma reduzida (—SH) e cisteina resolugdo (Cg) €
covalentemente ligada a TXN através de ligagdo S-S. 5: O ciclo da reacdo é completada por uma
mudanca na reacao tiol-dissulfeto, na qual a ligacdo dissulfeto mista é resolucionada por um segundo
residuo Cys de TXN, o que libera TXNPx reduzida e o substrato redutor na forma oxidada S-S.

Fonte: Modificado de Tomas; Castro, 2013.

TXNPx catalisa a reducdo direta de peroxidos de hidrogénio (H,O,) e peroxidos
organicos (ROOH) aos seus correspondentes agua (H,O) ou alcool (ROH), respectivamente.
A reacdo ocorre através do atomo de enxofre da cisteina ativa, presente em TXNPX, que
realiza ataque nucleofilico ao atomo de oxigénio distal do peréxido (Figura 31). A reacdo
procede através de um estado de transi¢do planar, com a liberacdo de alcool e a cisteina de
TXNPx oxidada a acido sulfénico (GRETES et al., 2012).
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Figura 31: Reagdo de peroxidacéo realizada por TXNPx. Ataque nucleofilico do atomo de enxofre da
cisteina ao 4tomo de oxigénio do perdxido. A reacdo libera &lcool e produz cisteina oxidada de
TXNPx a 4cido sulfénico.
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Fonte: Gretes et al., 2012.

As subunidades de TXNPx (2-Cys tipica) juntam-se hierarquicamente em estruturas
quaternarias organizadas. O primeiro nivel de organizagdo ¢ o homodimero simétrico. As
subunidades constituem homodimeros que séo arranjadas via uma interface isologa,
denominada interface B, formada por dobra-p7 (S7) e hélices-a2 (H2) e a3 (H3). As
subunidades constituintes dos homodimeros sé@o invertidas e arranjadas em interface is6logas,
essa estrutura confere uma simetria aos dimeros com os dois sitios ativos proximos um do
outro. Cada sitio ativo contém a cisteina peroxidatica em uma subunidade e a cisteina
resolucdo da subunidade parceira. A cisteina peroxidatica encontra-se na regidao N-terminal da
hélice-a ¢ a cisteina resolucédo esta proxima do C-terminal da cadeia polipeptidica. A proxima
organizacdo estrutural é o anel, constituido por cinco homodimeros idénticos (Figuras 32A,
32B), em contato um com outra via interface is6loga A, constituida principalmente por
hélices-a3 (H3). O anel ¢ simétrico devido a simetria dos homodimeros constituintes. Em
condicdes de forte oxidacdo ou acidas, o anel pode formar agregados de dois ou mais anéis
sobrepostos em cima um do outro, denominados nanotubos ou nanoparticulas (Figura 32C).
No estado reduzido, as subunidades estdo na conformacdo totalmente dobrada (Figura 32D).
No estado oxidado da cisteina peroxidatica, a hélice-a2 ¢ parcialmente desdobrada o que leva
a conformacdo local desdobrada, o que permite a cisteina resolucdo da subunidade parceira
formar a ligacdo dissulfeto com a cisteina peroxidatica entre as subunidades (Figura 32E). A
dissociacdo do anel a dimeros é possivel, pois a ligagdo dissulfeto é reduzida por tioredoxina
(ANGELUCCI et al., 2016).
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Figura 32: Estruturas de 2-Cys tipica TXNPx de parasitos eucariotos. (Painel A): Representacdo da
estrutura decamérica reduzida (anel em vista superior) de Schistosoma mansoni (PDB: 3ztl). Um dos
monodmeros esta em azul, os outros estdo em dourado. Interface inter dimero (interface A) e interface
intra dimero (interface B). (Painel B): Vista sagital da mesma estrutura rotacionada em 90°. Interface
B, formada por dobra-p7 (S7) e hélices a2 (H2) ¢ a3 (H3). (Painel C): Estrutura em nanotubo (PDB:
3zvj) em pH de condicdo &cida. Interface inter anel (interface R). (Painel D): Sitio ativo de TXNPX
reduzida na estrutura na forma totalmente dobrada (FF) de Leishmania major (PDB: 4kif). Cisteinas
peroxidatica (Cysp,) e resolucéo (Cys,) sdo representadas por bolas e bastdes. (Painel E): Sitio ativo de
TXNPx oxidado na forma local desdobrada (LU) de L. brasiliensis (PDB: 4kb3). C-terminal de um
dos mondmeros da hélice-a2 (H2) desdobra para a formagéo da ligagdo dissulfeto entre Cys, € Cys.

Fonte: Modificado de Angelucci et al., 2016.

Durante a atividade peroxidase de TXNPXx, o peroxido (hidroperdxidos organicos ou
peroxinitrito) reage com o atomo de enxofre da cisteina peroxidatica e ocorre a formacéo de
4cido sulfénico. O acido sulfénico pode seguir duas condicBes de reacBes, oxidacoes
posteriores ou reducdo (Figura 33). O &cido sulfénico pode ser oxidado a &cido sulfinico, e se
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houver condigcdo de superoxidacao, a cisteina peroxidatica é oxidada a forma irreversivel, ou
seja, 0 &cido sulfinico é oxidado a &cido sulfénico. O &cido sulfénico ao invés de ser oxidado,
pode ser reduzido por cisteina resolucdo, com a concomitante formacao de ligacdo dissulfeto
(ANGELUCCI et al., 2016).

Figura 33: Esquema da reagdo de um homodimero de 2-Cys tipica TXNPx. As duas subunidades estdo
representadas por azul e dourado. O rearranjo da estrutura terciaria no sitio ativo (representado apenas
um), de uma estrutura totalmente dobrada (FF) para uma desdobrada localmente (LU), permite a
formacéo da ligacdo dissulfeto. Ao exercer a atividade peroxidase, o ion sulfuroso de Cys, (S ) é
oxidado a &cido sulfénico (-S-OH). A reducdo por tioredoxina (Trx) restaura TXNPx ao estado
reduzido. Em condi¢do de superoxidagdo ocorre a formacdo de &cido sulfinico e sulfénico, a enzima
assume a conformagdo local estabilizada desdobrada (*LU).

Cys-SH )
Cys -5

if

Superoxidagao

Fonte: Modificado de Angelucci et al., 2016.
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O sitio ativo, em T. cruzi, encontra-se numa regido que se abre na interface dimero-
dimero proxima a Cys52. Este residuo catalitico estd posicionado na por¢do N-terminal da
hélice al que se encontra na parte interna do bolso formado pelos residuos Met56, Phe50,
Val51, Pro45 e Thr49. O grupo sulfidril de Cys52 forma ligacdo de hidrogénio com os atomos
O de Thr49 e N de Arg128 (Figura 34). O outro residuo ativo, Cys173 da segunda molécula
do homodimeros, esta localizado em um ambiente hidrofobico formado pelos residuos Alal62,
Phel65, Trpl77 e Thr183. Os dois residuos Cys cataliticos estdo distantes para interagirem
um com o outro no estado reduzido de TXNPx. O desdobramento dos sitios ativos de ambos
os residuos Cys e o braco de C-terminal é essencial para a formagdo da ligacdo dissulfeto
entre Cysb2 e Cys173 das subunidades apds a oxidacéo para formar o &cido sulfénico durante
o ciclo catalitico. O processo chave é a interacdo entre os atomos S de Cys52 e O de Thr49.
Uma vez que o atomo S de Cys52 foi oxidado a &cido sulfénico por hidroperdxidos, o grupo
guanidil de Arg128 estabiliza a posi¢do de Cys52 oxidada. Ocorre um rearranjo estrutural no
qual o braco C-terminal desdobra e permite a formagéo da ligacdo dissulfeto. O residuo Phe50,
adjacente a Thr49, é o principal contribuidor para a interface homodimeérica. Esse residuo
aromatico interage quase que exclusivamente com os residuos no braco C-terminal da
subunidade adjacente, Met184, Prol186, Aspl87, Prol88, Serl91 e Phel95. Esse
desdobramento do brago C-terminal é modulado pelo laco rico em glicina (PINEYRO et al.,
2005).

Figura 34: Sitio ativo de TXNPx. Residuos Thr49 (vermelho) e Arg128 (azul) interagem por ligacao
hidrogénio com Cysb2 (cisteina peroxidatica, amarelo), na outra subunidade do homodimero esta
Cysl173 (cisteina resolucdo, amarelo). Os residuos Metl184, Prol86, Aspl87, Prol88, Serl9l e

Phel195(verdes) presentes no C-terminal interagem com a cadeia lateral do residuo Phe50 (vermelho).

Gly rich loop

Fonte: Modificado Pifieyro et al., 2005.
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Em T. cruzi, peroxiredoxina forma mondmero de forma elipsoidal, a cadeia
polipeptidica é constituida por sete dobras-p, cinco hélices-a e duas hélices-319 (Figura 35). O
monémero apresenta dominio que forma a dobra tipica da superfamilia tioredoxina,
constituido por cinco das sete dobras-p (B5-p4-p3-p6-p7 que correspondem a B1-B3-p2-p4-B5
em tioredoxina) e quatro hélices-a (al-02-a4-a5). Apresenta dois dominios conservados de
cisteinas redutoras ativas 2-Cys tipica. Os residuos de cisteina essenciais para a atividade
estdo posicionados na hélice-al e hélice-a5. O dimero forma uma estrutura elipsoidal na qual
as estruturas de dobras-p das duas subunidades monoméricas sdo mantidas por ligagdes de
hidrogénio (PINEYRO et al. 2005). Os mondmeros de TXNPx podem formar isoformas de
dimeros ou tetrameros (PINEYRO et al., 2005, NOGUEIRA et al., 2009). A estrutura
quaternaria de peroxiredoxina é constituida por cinco homodimeros (formado por dois
mondmeros) que se associam e formam uma estrutura decamérica de formato toroidal (Figura
36). As interacOes entre as interfaces dos dimeros € principalmente hidrofébica, mas existem
algumas ligacGes de hidrogénio. As associagdes entre 0s mondmeros sdo mais fortes do que
entre os dimeros (PINEYRO et al. 2005).

Figura 35: Estruturas de peroxiredoxina de T. cruzi. (Painel A): Estrutura do mon6émero - a estrutura
secundaria estd representada pelas cores, vermelho: dobras-p; verde: hélices-o; azul: hélices-3io.
(Painel B): Estrutura do dimero. A esquerda, vista paralela; a direita, vista perpendicular. Os residuos
cataliticos de cisteinas estdo indicados em amarelo e pelos sinais * e + para diferenciar os monémeros.
Em preto * e + estdo indicados os residuos de cisteina peroxidatica, 0s em cinza sao cisteina resolucéo.
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Fonte: Modificado de Pifieyro et al., 2005.

Figura 36: Estrutura decamérica da peroxiredoxina de T. cruzi. A esquerda, representacio em fita do
homodecamero, na qual cada subunidade estd representada por cores diferentes. A direita,

representacdo da superficie do potencial eletrostatico, negativa em vermelho e positiva em azul.

Sitio
ativo

Fonte: Modificado de Pifieyro et al., 2005.

Em T. cruzi, TXNPx ocorre tanto na mitocondria (mTcTXNPX) como no citosol
(cTCTXNPx) (WILKINSON et. al., 2000; NOGUEIRA et al., 2009; PINEYRO et al., 2011).
TXNPx apresenta um papel principal na minimizacdo da formagdo de radicais derivados de
peroxinitritos, como radical *OH e anions de *NO, e CO3+, 0 que confere protecdo ao
parasito (PIACENZA et al., 2008), ao atuarem na redugdo de peroxido de hidrogénio e
perdxinitrito (PINEYRO et al., 2011).
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Nos estudos do papel de mTcTXNPx e cTcTXNPx na invasdo e sucesso na
infectividade, observou-se que os tripomastigotas aumentam a expressdo dessas enzimas,
demonstrando um importante papel na sobrevivéncia, replicacdo e diferenciacdo de T. cruzi
(tripomastigotas para amastigotas) o que poderia constituir-se em fator de viruléncia
(PINEYRO et al., 2008; PIACENZA et al., 2009a). O nivel de expressdo de mTcTXNPx e
CTcTXNPx foi aumentado em epimastigotas de cepas resistentes, quando expostos a
peroxidos (WILKINSON et al., 2000), H,O, (PIACENZA et al., 2009a) e benzonidazol
(NOGUEIRA et al., 2009). Em Leishmania donovani, TXNPx mitocondrial protege da morte
celular programada, atuando na detoxificacdo e prevencgdo contra os danos as proteinas, DNA
e lipidios causados por espécies reativas de oxigénio. Em L. infantum, o aumento na
expressdo de TXNPx citosolica aumentou a resisténcia a H,O, (HARDER et al., 2006).

Amastigotas de Leishmania infantum, formas intracelulares em mamiferos, que néo
expressaram mTXNPx ndo sobreviveram em ambiente a 35 °C, ao ocorrer a mudanca de
temperatura de 25 °C (hospedeiro invertebrado) para 37 °C (hospedeiro mamifero). Essa
inaptiddao ndo estaria relacionada com a atividade peroxidase da enzima, pois em mutantes
que expressaram mTXNPXx, porém ndo tinham a cisteina peroxidatica ativa, sobreviveram em
ambiente a essa temperatura e foram capazes de infectar camundongos. A sobrevivéncia e a
infectividade foram possiveis devido a outra funcdo de mTXNPX, faria parte de um sistema
proteostase. Parece que a ativacdo de mTXNPx para a atividade chaperona seria devido ao
estresse térmico, baixo pH e estresse oxidativo; porém ainda nao se sabe se a forma citosélica
faria essa mesma atividade. Segundo Teixeira et al. (2015), em condicao de estresse térmico
in vitro, mTXNPXx atuaria como chaperona na fase transicdo do parasito do hospedeiro
invertebrado para hospedeiro mamifero, protege proteinas de formarem agregados; além do
mais poderia auxiliar na protecdo do parasito em condicao de febre produzido pelo hospedeiro
mamifero (TEIXEIRA et al., 2015).

A estrutura decamérica atuaria como um anel ligante chaperona, no qual a proteina
cliente liga-se no centro do anel e mTXNPX estabilizaria a estrutura desdobrada. Desse modo,
0 decamero aturaria como um sensor na mudanca de temperatura ambiental, a transicdo que o
promastigota passa de 25 °C a 37 °C (Figura 37), com isso 0s rearranjos estruturais

protegeriam as proteinas termolabeis de formarem agregados (TEIXEIRA et al., 2015).
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Figura 37: Funcdo chaperona de mTXNPx em Leishmania. Exposi¢cdo de Leishmania promastigota
durante a transicdo da fase no inseto (25 °C) para o mamifero (37 °C) ocasiona desdobramento das
proteinas. Essa mudanca térmica é sentida por pelo decamero de mTXNPx reduzida que é ativado para
a funcdo chaperona. Uma vez ativados, decameros de mTXNPx ligam-se & proteinas clientes no centro
da estrutura em anel, o que previne a formacdo de agregados citotdxicos das proteinas clientes. As
proteinas clientes sdo mantidas no estado redobrado e podem ser reativadas por membros do sistema
Hsp70 em presenga de ATP. A fungdo chaperona de mTXNPXx parece ser crucial para a adaptacdo de
Leishmania a sobreviver a mudanca de temperatura no hospedeiro mamifero e gerar amastigotas
viaveis.

Chaperona inativa Chaperona ativavel . .
(homodimero) (decamero) Leishmania

Proteina dobrada : 25°C

Estresse térmico
[\%perona ativa 37°C

5(Prx),
Hospedeiro
invertebrado

(decamero) Hospedeiro
— “ﬁ‘ vertebrado
sonesan fp , Proteina desdobrada O
‘ : ./ Sistema 2
Hsp70
\ 7 Hsp70 / > —» Sobrevivénciados
T —— parasitos

Fonte: Modificado de Teixeira et al., 2015.

fons divalentes Ca*? elou Mg*?, presentes em tampdes que contenham CaCl, e MgCl,,
respectivamente, afetam a estrutura quaternaria e a funcdo de TXNPx mitocondrial em L.
infantum. Em pH fisiologico, teste in vitro, TXNPx mitocondrial de L. infantum altera da
forma dimérica para a decamérica na presenca desses ions. Estimulam a atividade peroxidase
e contribuem para manter a funcédo chaperona. A oxidacdo de cisteina peroxidatica e a ligacdo
com a cisteina resolucdo resulta em baixa afinidade dos ions pela enzima oxidada. Ao
contrario da forma mitocondrial, a forma citosélica de TXNPx em L. infantum ndo depende
do efeito desses ions para estabilizar o decamero. O decamero é formado quando cinco
homodimeros se ligam ao outro, via interface tipo A; a formagao dessa interface depende da
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mudanca conformacional na regido | (metionina, aspartato, fenilanina, treonina, fenilanina -
MDFTF) que pré antecede a alca da cisteina peroxidética. O efeito de Ca*? efou Mg*™ na
estabilizacdo do decdmero esta relacionado com a ligagdo na interface A e a concomitante
estabilizacdo da regido I. A ligacdo desses ions € numa regido com cavidade carregada
negativamente constituida por Asp 76 (D 76) na regido | e Asp 108 (D 108), Ser 109 (S 109) e
Ser 112 (S 112) na regido Il, posterior a alca da cisteina peroxidatica. Esses residuos de
aminoacidos coordenariam o fon Ca*? e/lou Mg* que assumiria uma geometria bipiramidal
(Figura 38). Mutantes de L. infantum que ndo apresentam Asp 108 e Ser 109 n&o
apresentaram a forma decamérica de TXNPx mitocondrial, apenas a dimérica, o que
demonstrou serem essenciais para a ligacdo do Ca*? e/ou Mg*? estabilizarem o decamero. A
estrutura decamérica contribui para a 6tima orientacdo do substrato e a ativacdo da cisteina
peroxidatica catalitica para reduzir o peroxido de hidrogénio (MORAIS et al., 2017).

Segundo Morais et al., (2017), TXNPx mitocondrial de L. infantum apresenta a forma
dimérica quando oxidada e decamérica quando reduzida (Figura 39). Durante o estresse
térmico, fase de transicdo do hospedeiro inseto para o hospedeiro mamifero, ocorre um
aumento de Ca*? na mitocondria, com isso o decamero oxidado passa a fungdo de chaperona.
Além do estimulo pelo Ca™ na mitocondria, 0 aumento desse i6n no citosol faz ocorrer
decréscimo no pH mitocondrial, outro estimulo para que TXNPx assuma a forma decamérica
(MORAIS et al., 2017).
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Figura 38: Estabilizacdo da regido | na conformacdo fechada que € requerida para manter a
conformagéo totalmente dobrada da alca da cisteina peroxidatica (C,) apos a redugdo de C,. Azul:
Dimero de TXNPx mitocondrial oxidado de L. infantum; Laranja: Decamero de TXNPx mitocondrial
oxidado de L. infantum; Esfera verde: fon Ca'*Mg*?; Lilas: Decamero de TXNPx mitocondrial
reduzido; Cinza: Interface tipo A. Regido | apresenta conformagdo em dimero aberto, porém assume
uma conformacao fechada no estado de decdmero oxidado e reduzido. A estabilizagdo da regido | na
conformagcéo fechada requere a ligacdo hidrogénio entre os residuos D76 e H113 e os fons Ca*?/Mg*.
FF: Totalmente dobrado; LU: Desdobramento local.

Regido |

Alca C,

Aberta L Dimero oxidado
Fechada Decamero oxidado
Fechada Decamero reduzido

Fonte: Modificado de Morais et al., 2017.
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Figura 39: Funcdes dos fons Ca*?/Mg*¥/pH e estado redox na manutencdo da chaperona deTXNPx
mitocondrial em L. infantum. Durante o ciclo peroxidase, TXNPx mitocondrial intercambia entre as
formas dimérica (chaperona inativa) e decamérica (chaperona ativa). Essa mudanca oligomérica é
regulada por mudangas conformacionais de duas regies na alca da hélice, a cisteina peroxidatica C,
(local desdobrado - LU « totalmente dobrada - FF) que ¢ redox sensivel, ¢ a regido I (aberta <
fechada) que é Ca™*/Mg**/pH sensivel. Ap6s a peroxidacdo (1) e resolucdo (I1), decameros oxidados
(S-S) tendem a liberar Ca**Mg*? e dissociar em dimero. Esse processo requer um estado
intermediario (estado transicional interface tipo A). Dois mecanismos podem impulsionar a fungédo
chaperona, principalmente para estabilizar a o decdmero oxidado, o decréscimo no pH (flecha
vermelha) e 0 aumento de Ca**/Mg** (flecha verde).
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Fonte: Modificado de Morais et al., 2017.
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6. CONCLUSOES

- No presente estudo, derivados benzofuroxanicos, BZTS e BZFS, demonstraram ser
promissoras substancias com atividade tripanossomicida, demonstraram-se toxicas para T.
cruzi, porém ndo para modelo de célula de mamifero HepG2. O 4&tomo de enxofre ao invés de
oxigénio parece ser o responsavel pela substancia BZTS ser mais tdxica que BZFS;

- 2-mercaptoetanol, como agente redutor, demonstrou ser melhor que DTT em quebrar
a ligacdo dissulfeto entre dimeros e foi essencial para detectar a presenca do monémero de
MTCcTXNPX;

- Os polipeptidios de tamanhos diferentes ao monémero de 25,5 kDa, presentes nos
extratos totais protéicos ndo purificados, detectados pelo anticorpo anti mTcTXNPX néo
purificado, podem ser as isoformas de mTcTXPx, bem como da forma cTcTXNPX, pois a

forma mitocondrial e citosodlica apresentam o residuo de cisteina ativa em seus dois dominios;

- Os polipeptidios de tamanhos superiores ao dimero podem ser trimero ou decamero
de mTCcTXNPx, uma vez que fons divalentes Mg*? tendem a fazer com que dimeros se
associem em decameros estaveis, e em condigcdes de estresse a enzima passa da funcdo de
peroxidase para chaperona; além do mais, T. cruzi apresenta residuos conservados (D76,

D108, S109 e H113) responsaveis pela formacéo de decameros;

- A partir do extrato total protéico, proveniente de T. cruzi tratado com BZTS,
purificado por cromatografia de afinidade, na qual o ligante foi o anticorpo IgG purificado, foi

detectado polipeptidio de aproximadamente 58 kDa;

- O aumento na expressdo de mTCTXNPx de 25,5 kDa ndo foi detectado apds o
tratamento da cepa Y de T. cruzi com BZTS, porém notou-se a presenca de polipeptidio de

aproximadamente 58 kDa, forma dimérica, em extrato total protéico purificado;

- Mais estudos sobre a citotoxicidade das substancias in vivo sdo necessarios, bem
como a busca por alvos mais especificos para dessas substancias, por isso a importancia de se

encontrar ligantes que alterem a atividade enzimatica de mTcTXNPX.
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