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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Michelle Casal Fernandes

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
representa um sério problema de Saude Publica na América Latina, cujo
tratamento clinico é insatisfatorio. Nesse contexto, muitos esfor¢cos tém sido
dirigidos para o desenvolvimento de novas drogas visando o tratamento desta
doenca negligenciada. Na medicina popular, produtos naturais ricos em
naftoquinonas tém sido utilizados no combate de diferentes doencas
parasitarias. Nosso grupo vem investigando a atividade de naftoquinonas e
derivados sobre formas tripomastigotas de T. cruzi. No presente estudo, dentre
32 hidroxinaftoquinonas que tiveram sua atividade tripanocida avaliada, o
composto 1C foi o mais ativo (ICs0/24h=77,3 +6,8 uM). Estudos prévios do
Nnosso grupo com outra classe de derivados de naftoquinonas apontaram para
a naftoquinona triazélica (NT) como um composto promissor, sendo esta mais
ativa que a droga padrao benznidazol. Nesta dissertacdo, o mecanismo de
acdo de NT foi estudado, sendo observados danos ultraestruturais em
epimastigotas como a ruptura dos reservosomos, blebbing da membrana
flagelar, desorganizacdo do Golgi, aparecimento de estruturas membranares
concéntricas no citosol e parasitos anormais com multiplos flagelos.
Diferentemente do tratamento com outras naftoquinonas, NT n&o induziu
alteracdes na mitocondria, dado este confirmado pela analise do potencial de
membrana mitocondrial (AWm) por citometria de fluxo. Pela mesma técnica,
ainda foram demonstrados o efeito de NT no bloqueio da mitose e no aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O principal fendtipo
induzido pelo tratamento com essa naftoquinona foi o aparecimento de perfis
de reticulo endoplasmatico envolvendo organelas, que juntamente com o
aumento da marcacdo com monodansilcadaverina (MDC) observado, sugere a
autofagia como parte do mecanismo de acao tripanocida da NT. O T. cruzi
apresenta-se em trés diferentes formas evolutivas e durante seu ciclo de vida é
exposto a condi¢des fisico-quimicas adversas como variagbes no pH e
escassez de nutrientes. A avaliacdo do efeito de tais condi¢gdes se constituiu
em um dos objetivos deste estudo. Analises por citometria de fluxo
demonstraram que epimastigotas submetidos a estresse de pH e escassez
nutricional apresentaram um aumento na produgcdo de EROs, sendo também
observada uma queda do A¥Ym apenas apos estresse de pH. A microscopia
eletrdbnica de transmissdo revelou um inchago mitocondrial com
desorganizacao das cristas, presenca de estruturas membranares concéntricas
citosdlicas e no interior de organelas, perfis de reticulo endoplasmatico
envolvendo estruturas subcelulares, perda de eletrondensidade dos
reservosomos com invaginacdo da sua membrana e intensa vacuolizacdo
citoplasmatica. Estes fenbmenos caracteristicos de autofagia, reforcados pela
auséncia de ruptura de membrana plasmatica, de fragmentacdo do DNA e pelo
aumento na marcacao de MDC, indicam que esta via participa da resposta do
protozoario aos diferentes tipos de estresses induzidos.

viii



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Michelle Casal Fernandes

Chagas’ disease, caused by the protozoa Trypanosoma cruzi, represents
a severe Public Health problem in Latin America, being its clinical treatment
unsatisfactory. In this framework, several efforts have been directed for the
development of novel drugs for the treatment of this negllected disease. In the
folk medicine, natural products containing naphthoquinones have been
employed for the treatment of different parasitic illnesses. Our research group
has been investigating the activity of naphthoquinones and derivatives against
T. cruzi bloodstream trypomastigotes. In the present study, among 32
hydroxinaphthoquinones, evaluated for their trypanocidal activity, compound
1C was the most effective (ICs0/24h=77,3 = 6,8 uM). Previous studies by our
group with another naphthoquinones class of derivatives, pointed to the triazolic
naphthoquinone (NT) as a promising compound, being more active than the
reference drug benznidazol (IC50/24h=103,6 = 0,6 pM). In this work, the
mechanism of action of NT was also studied, being many ultrastructural
damage described in epimastigotes such as the rupture of the reservosomes
membrane, blebbing in the flagellar membrane, Golgi disruption, the formation
of concentric membranous structures in the cytosol and the appearance of
abnormal parasites with multiple flagella. Differently from the treatment with
other naphthoquinones, NT did not induce mitochondrial alterations, data
confirmed by mitochondrial membrane potential (A¥Ym) by flow cytometry. By
the same technique, it was also demonstrated the effect of NT on mitosis
blockage and in the increase in reactive oxygen species (ROS) production. The
main phenotype induced by the treatment with this naphthoquinone was the
appearance of endoplasmic reticulum profiles surrounding organelles
associated with the increase in monodansylcadaverine (MDC) labeling
observed, suggests that autophagy is involved in the trypanocidal effect of NT.
T. cruzi presents three different evolutive forms, and during its life cycle is
exposed to adverse physico-chemical conditions such as pH variation and the
shortage of nutrients, being the evaluation of the effect of these conditions one
of the goals of this study. Flow cytometric analysis demonstrated that
epimastigotes submitted to pH stress and nutritional scarcity presented an
increase in ROS generation, being also observed a decrease in AYm detected
only after the pH stress. The transmission electron microscopy revealed the
mitochondrial swelling with crists disorganization, the formation of membranous
concentric structures in the cytosol or inside organelles, the appearance of
endoplasmic reticulum profiles surrounding subcellular structures, loss of
reservosome electrondensity with the invagination of its membrane, and the
intense citoplasmic vacuolization. Such characteristic phenomena of autophagy,
reinforced by the absence of the plasma membrane rupture, DNA fragmentation
and increase in MDC labeling, indicate that this pathway participates in the
protozoa response to different types of induced stresses.
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1. INTRODUCAO



Introducao

Em 1909, a doenca de Chagas foi descoberta por Carlos Chagas,
tornando-se conhecida como uma importante doencga parasitaria causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. Na época, o pesquisador brasileiro néo
somente identificou o agente etioldgico e o vetor da doenca, como também
descreveu o ciclo biolégico do parasito e sua principal via de transmissao
(Chagas, 1909).

Também conhecida por tripanossomiase americana, esta zoonose é
bastante difundida na América Latina. Estudos em mumias sub-andinas em
regides do deserto do Atacama demonstraram evidéncias da doenca de Chagas
h& 9.000 anos (Aufderheide et al., 2004; Fernandes et al., 2008). Uma hipo6tese
da origem da doenca se baseia no fato que o aumento das atividades agricolas
e a domesticacdo de animais deram inicio a interacdo parasito-homem ha
10.000 anos, que até entdo era restrita aos animais selvagens (revisto em
Coura & Vinas, 2010).

1.1. O ciclo evolutivo do T. cruzi

O T. cruzi é um protozoario hemoflagelado da ordem kinetoplastida,
familia trypanosomatidae e género Trypanosoma sp.. O vetor deste parasito é
0 inseto conhecido popularmente como barbeiro, pertencente a ordem
hemiptera, familia reduviidae e subfamilia triatominae (Figura 1.1). O parasito €
transmitido por diversas espécies de triatomineos, sendo 0s principais vetores:
Triatomas infestans, Rhodinus prolixus e Triatoma dimidiata (revisto em Rassi

et al., 2010).

Figura 1.1. Triatoma infestans, inseto transmissor da doenca de Chagas
(Adaptado de Noireau et al., 2005).



Introducao

O ciclo evolutivo do T. cruzi envolve o hospedeiro invertebrado
(triatomineo) e o vertebrado (mamiferos incluindo o homem). Durante o repasto
sanguineo, o0 inseto pode se alimentar do sangue contendo formas
tripomastigotas que alcancam a porcdo anterior do intestino onde se
diferenciam em epimastigotas. No limen do intestino médio do inseto, estas
formas epimastigotas proliferam por divisdo binaria e migram ativamente para a
porcao final do intestino, local onde ocorre a diferenciacédo para tripomastigotas
metaciclicos, processo este denominado metaciclogénese (Schaub & Ldsch,
1988; Kollien et al., 1998). Por sua vez, as formas metaciclicas, altamente
infectivas e n&o proliferativas, sdo eliminadas juntamente com as fezes e urina

do triatomineo durante seu repasto sanguineo no mamifero.

No hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos infectam as
primeiras células que encontram no sitio de inoculagdo, como macréfagos,
fibroblastos e células epiteliais. JA& no meio intracelular, estes parasitos se
diferenciam em amastigotas no citoplasma da célula hospedeira. Os
amastigotas sdo altamente proliferativos e apos varias divisbes, novamente se
diferenciam para tripomastigotas que serao liberados para o meio extracelular
apos a ruptura da célula. Esses tripomastigotas poderdo entdo invadir outras
células vizinhas ou através da corrente sanguinea alcancar outros tecidos. O
ciclo se fecha quando um novo triatomineo se alimentar deste mamifero

infectado (Figura 1.2).

1.2. Aspectos morfologicos, bioquimicos e moleculares do T. cruzi

O T. cruzi apresenta organelas tipicas das células eucaribticas e outras
qgue lhe sao proprias (Figura 1.3) (revisto em De Souza, 1984, 2002). Ao longo
do ciclo evolutivo, os parasitos sofrem modificacbes na forma do seu corpo e
na posicao relativa de algumas organelas (revisto em Gull, 1999). As diferentes
formas do parasito sdo caracterizadas principalmente pelo tamanho e posicéo
do flagelo. Em tripomastigotas, o flagelo emerge da bolsa flagelar na regiao
posterior do protozoario; ja em epimastigotas, o flagelo emerge da regiao
antero-lateral do parasito, percorrendo aderido ao longo do corpo. Amastigotas
sao formas arredondadas intracelulares que possuem flagelo curto interiorizado

(revisto em De Souza, 2002).
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Figura 1.2. Ciclo evolutivo do T. cruzi. Insetos triatomineos durante o repasto
sanguineo ingerem as formas tripomastigotas (A), que diferenciam-se em
epimastigotas, formas proliferativas no vetor (B). Na ampola retal, os
epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos e sao
excretadas nas fezes (C) infectando o hospedeiro vertebrado (D), durante o
repasto sanguineo. ApoOs adesdo (E) e penetracdo (F) nas células
hospedeiras, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas (G), que se
dividem e diferenciam-se em tripomastigotas sanguineos (H) que sao
liberados para o meio extracelular infectando células vizinhas ou distantes

através da corrente sanguinea (FIOCRUZ, 2012).

A membrana plasmatica do parasito € composta por proteinas, lipideos e
carboidratos, estes ultimos distribuidos na face externa, formando o glicocalix
presente por toda superficie (De Souza et al., 1978). Na membrana do parasito
sdo encontradas moléculas de colesterol. Este esterol é captado do hospedeiro
ou do meio por endocitose, visto que 0 parasito ndo € capaz de sintetiza-lo
(Soares & De Souza, 1991; revisto em Urbina, 2002). A membrana plasmatica
de formas epimastigotas e amastigotas possui uma regido especializada

chamada citéstoma (De Souza et al., 1978). O citéstoma esta localizado
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proximo a bolsa flagelar e através dessas regides ocorre a incorporacédo de
macromoléculas exdgenas com formacdo de pequenas vesiculas (Soares,
1999). Estas vesiculas ou endosomos iniciais se fundem a estruturas maiores

chamadas reservosomos.

citostoma

axonema

estrutura
paraflagelar

vacuolo
contratil |
[

A\

[\
bolsa flagelar — 4\

|

| (
cinetoplasto ——+

\ [

| @LL)

2\ O\

glicosomo

mitocéndria
acidocalcisomo

reservosomo

Figura 1.3. Esquema representativo de epimastigota de T. cruzi
(Adaptado de Docampo et al., 2005).

Os reservosomos sao organelas esféricas presentes na regido posterior
das formas epimastigotas e sdo consideradas organelas pré-lisosomais devido
a auséncia de marcadores de lisosomos e ter seu conteudo acido (pH 6). Esta
organela é formada por matriz eletrodensa composta por proteinas e inclusdes
lipidicas eletrolucidas, tendo dentre as proteases mais abundantes, a cruzipaina
(principal cisteina proteinase de T. cruzi) e serina carboxipeptidase. Assim, a
presenca destas proteases indica que 0s reservosomos podem ser o principal
sitio de protedlise em epimastigotas. A respeito da via endocitica desse
tripanosomatideo, acredita-se que epimastigotas endocitam macromoléculas
através do citéstoma e/ou bolsa flagelar, e o conteido endocitado é conduzido
aos reservosomos por vesiculas endociticas (Soares, 1999). Entretanto nesse
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protozodrio, esta via é bastante controversa, sendo que outra hipotese aceita
envolve a existéncia de endosomos iniciais tubulares e os reservosomos como
lisosomos maduros (Porto-Carreiro et al., 2000).

Além de estar relacionado a via endocitica em epimastigotas, o0s
reservosomos sao responsaveis por estocar proteinas e lipideos, que servem
como fonte energética em situacbes de estresse nutricional, como na
metaciclogénese (Pereira et al.,, 2011). Durante esse processo, ocorrem
modificacdes na estrutura do reservosomo com desaparecimento das inclusdes
lipidicas seguido pelo desaparecimento total da prépria organela (revisto em
Soares et al., 1992).

Os microtabulos subpeliculares representam um arranjo regular de
microtubulos ligados entre si e a membrana, localizados imediatamente abaixo
e ao longo de toda a membrana plasmatica do T. cruzi, exceto na bolsa flagelar
e no citostoma. Essa estrutura € a responsavel por manter a forma e rigidez do
protozoario (revisto em De Souza, 1999 e em Field & Carrington, 2009).

Todos os eucariontes pertencentes a ordem kinetoplastida, como o T.
cruzi, apresentam uma mitocondria Unica e ramificada (Paulin, 1975),
localizada abaixo dos microtibulos subpeliculares por todo o corpo celular
(revisto em De Souza et al., 2009). Recentemente, foi descrita a plasticidade
funcional e metabdlica da mitocdndria ao longo do ciclo evolutivo do parasito. A
hip6tese levantada sugere que epimastigotas apresentem a mitocondria
funcional devido a maior disponibilidade de substrato da cadeia transportadora
de elétrons no intestino médio do triatomineo. J& tripomastigotas sanguineos
apresentam a organela pouco funcional devido a escassez de substratos no
sangue, sendo sua principal fonte energética a glicolise (Goncgalves et al.,
2011). Essas variagbes no metabolismo mitocondrial também levam a
diferencas na susceptibilidade ao estresse oxidativo detectado nas diferentes
formas do parasito (Atwood et al., 2005; Gongalves et al., 2011).

A extremidade da mitocondria préxima a bolsa flagelar concentra todo o
DNA mitocondrial do parasito, sendo esta por¢cdo denominada cinetoplasto. O
DNA de cinetoplasto (kDNA) é constituido por uma rede de DNA composta por
milhares de minicirculos e dezenas de maxicirculos interconectados (Shapiro &

Englund, 1995). Os maxicirculos sdo andlogos ao DNA mitocondrial de
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eucariotos superiores em relacdo a estrutura e funcionalidade, sendo
responsaveis por codificar RNA ribosomal e subunidades dos complexos
respiratorios mitocondriais. Os minicirculos codificam RNA gue modificam os
transcritos dos maxicirculos em um processo chamado edicdo de RNA (Stuart
& Panigrahi, 2002). Entretanto, apesar do kDNA representar cerca de 30% do
DNA total do parasito, poucas proteinas séo sintetizadas na mitocéndria, sendo
a maioria importada do citosol (revisto em De Souza et al, 2009). A
caracteristica morfolégica do cinetoplasto varia de acordo com o estagio de
desenvolvimento do protozoario, sendo em forma de bastdo nas formas
epimastigotas e amastigotas, e arredondado em tripomastigotas (De Souza,
2002).

Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi passa por processos de
diferenciacdo (metaciclogénese, tripomastigota-amastigota e amastigota-
tripomastigota) que sdo acompanhados por mudangas cruciais na morfologia,
transporte intracelular e metabolismo primario. Todas as formas do parasito
possuem um flagelo (sendo o tamanho variavel de 1 um em amastigotas a 20
MM em tripomastigotas) (revisto em De Souza, 2002) emergente de uma
invaginacdo da membrana plasmética na base do flagelo, chamada bolsa
flagelar. O flagelo é formado por um axonema tipico de eucariotos, com padrao
de nove pares de microtubulos periféricos e um par central (9+2), conectado a
estrutura paraflagelar, que é formada por um complexo arranjo de filamentos
compostos por inimeras proteinas (revisto em De Souza, 2009). Nos flagelos
de epimastigotas e tripomastigotas existem as zonas de adesdo flagelar
compostas por proteinas transmembranares, responsaveis por aderir parte do
flagelo ao corpo celular (revisto em De Souza, 1984, 2002). A bolsa flagelar
esta associada fisicamente ao corpusculo basal que por sua vez encontra-se
conectado ao cinetoplasto (revisto em Field & Carrington, 2009). Essa ligacao
entre o cinetoplasto e o flagelo desempenha um papel fundamental na
segregacao da mitocéndria durante a divisao celular (Gull, 1999).

O reticulo endoplasmatico é encontrado ao longo do corpo do T. cruzi,
podendo estar ligado aos microtubulos subpeliculares. O Golgi € Unico nos
tripanosomatideos e esta localizado na porcdo anterior do corpo do parasito
proximo a bolsa flagelar. Assim, como em outros eucariotos, participa do
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processo de glicosilacdo. Os ribossomos estdo distribuidos por todo o
citoplasma (revisto em De Souza, 1984).

Os acidocalcisomos sdo organelas acidas, esféricas e eletrodensas
presentes em todas as formas evolutivas do parasito, variando em nuamero e
sutiimente em conteudo. Scott & Docampo (1997) avaliaram o contetdo dos
acidocalcisomos de epimastigotas de T. cruzi e encontraram altas
concentracbes de fosforo, magnésio, célcio, sodio e zinco. A membrana do
acidocalcisomo apresenta bombas H*-ATPase e H'-pirofosfatase (H*-PPase),
trocadores Ca'/H* e Na'/H*, canais de Ca*®-ATPase e aquaporina, entretanto
os transportadores dos demais ions armazenados ainda ndo foram descritos
(revisto em Docampo et al.,, 2005; Moreno & Docampo, 2009). Além de
armazenar ions, os acidocalcisomos parecem desempenhar papel como fonte
secundaria de energia através do metabolismo de polifosfato e participar na
homeostase de pH intracelular em tripanosomatideos (Lemecier et al., 2002;
Docampo et al.,, 2005). Recentemente, foi demonstrada a participacdo dos
acidocalcissomos juntamente com 0s vacuolos contrateis na osmoregulacao
(Rohloff & DoCampo, 2008; DoCampo et al., 2010). Os vacuolos contrateis sao
tubulos e/ou vesiculas localizados proximo a bolsa flagelar cuja funcéo envolve
controlar o volume celular em situacao de estresse hiposmotico. Em 2011, foi
realizado o sub-proteoma dos vacuolos contrateis do parasito visando melhor
estabelecer os mecanismos funcionais dessa organela (Ulrich et al., 2011).

Os glicosomos séo organelas esféricas de matriz densa, envoltas por
uma unica membrana, estando presentes apenas em tripanosomatideos.
Dentro desta organela, encontram-se as enzimas responsaveis pelas etapas
iniciais da via glicolitica, sendo observado em Trypanosoma brucei alteracdes
nos niveis de enzimas glicoliticas que ocorrem de acordo com 0 meio em que 0
parasito esta inserido (Opperdoes & Borst, 1977; revisto em Parsons, 2004; De
Souza, 2009), sendo a glicdlise a principal fonte de ATP nas formas
sanguineas deste parasito. Os glicosomos sdo considerados um tipo especifico
de peroxisomo que, no caso do T. cruzi, ndo contém catalase. Essa organela
contém enzimas para outros processos importantes como a via da pentose-
fosfato, B-oxidacdo de &cidos graxos, via de biossintese de pirimidina, entre
outros (Michels et al., 2006).
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O nlcleo dos tripanosomatideos é estruturalmente semelhante a de
outros eucariotos. Quanto a morfologia, o nucleo € alongado em
tripomastigotas e arredondado, nas formas amastigotas e epimastigotas. O
envoltorio nuclear € claramente continuo com o reticulo endoplasmatico e o
nucléolo é frequentemente observado na regido central do nucleo (revisto em

De Souza, 2002).

1.3. Doenca de Chagas

1.3.1. Aspectos clinicos

O sitio de entrada do parasito no hospedeiro pode ser identificado por uma
lesdo de pele denominada chagoma de inoculacdo. No caso da contaminacgao
pela conjuntiva ocular, esta lesdo é denominada sinal de Romafia (Figura 1.4).
Apés a infeccdo, observa-se um curto periodo de incubacdo (7 a 10 dias),
iniciando-se entdo a fase aguda da doenca. Cerca de 95% dos casos, sao
oligossintomaticos. Esta fase esta relacionada a alta parasitemia e presenca de
infiltrados inflamatdrios em diferentes tecidos podendo causar uma cardiopatia
difusa (revisto em Malta, 1996). Quando sintomatica, a fase clinica aguda
caracteriza-se por febre, sonoléncia, mal estar, célicas e diarréias, edemas e
distarbios respiratérios. Apenas uma pequena parte dos pacientes na fase
aguda (5%), geralmente na classe de risco (criancas de até 2 anos de idade e
imunossuprimidos) vdo a O6bito por miocardite ou meningoencefalite, com
possiveis complicagdes como broncopneumonia (Torrico et al., 2004; revisto em
Rassi Jr et al., 2010). A grande maioria dos casos agudos nao tratados evolui
para a forma indeterminada da doenca (estado de laténcia). Esta fase consiste
na presenca de infeccao (revelada por sorologia e/ou métodos parasitologicos
indiretos) associada a auséncia de sintomatologia e a exames clinicos,
eletrocardiogréaficos e radiologicos de coracédo, eséfago e colon normais. Frente
a uma resposta imunoldgica eficiente, a maioria dos individuos infectados
permanece nesta forma assintomatica por toda a vida. Porém, de 10-20 anos
apos a infeccédo, cerca de 20-40% dos casos evoluem para a fase cronica
sintomatica, cujas principais manifestacdes sdo as alteracbes cardiacas (20-

30%), elou digestivas (10%) (revisto em Rassi Jr et al., 2010), sendo dificil
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prever quais individuos irdo evoluir para esta fase (revisto em Marin-Neto e
Rassi Jr, 2009).

Nesta fase, apesar da parasitemia muito baixa ou quase indetectavel,
observa-se intenso processo inflamatério, afetando diversos 6rgaos (revisto em
Campos de Carvalho et al., 2009). Entre os pacientes chagasicos cronicos
sintométicos, a grande maioria (aproximadamente 30%) tem dano cardiaco
progressivo, caracterizado por aneurisma apical, arritmias, tromboembolismo,
insuficiéncia cardiaca progressiva, podendo ocorrer ainda morte subita (Higuchi
et al., 2003; Rassi Jr et al., 2006). Outros 6-10% dos pacientes infectados
apresentam comprometimento digestivo caracterizado por alteracdes da
secrecdo, motilidade, absorcdo e, nos casos mais graves, pelo aparecimento
de megavisceras (esdfago e colon). Cerca de 3% dos pacientes chagasicos
desenvolvem lesbes neurologicas periféricas, principalmente
meningoencefalites (Higuchi et al., 2003; Rassi Jr et al., 2009; OMS, 2010).

Figura 1.4. Paciente apresentando Sinal de Romana (Teixeira et al., 1978).

A reativagdo da doenca de Chagas resulta em alta parasitemia e diversas
manifestacdes clinicas cardiacas (como miocardite), nervosas
(meningoencefalite) e lesdes cutaneas, sendo 0s casos de reativacao
observados em pacientes imunocomprometidos, como portadores do virus HIV

ou transplantados (Bern et al., 2007; revisto em Paker & Sethi, 2011).
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1.3.2. Aspectos epidemiolégicos

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 21 paises da América
Latina sdo endémicos para doenca de Chagas, existindo cerca de 10 milhdes
de pessoas infectadas no mundo. Em areas endémicas cerca de 25 milhGes de
individuos se encontram sob risco de infec¢do, tendo sido estimado em 2008
gue mais de 10.000 pessoas morreram devido a esta doenca (OMS, 2010). No
entanto, acredita-se que estes numeros estejam subestimados e que existam
cerca de 100 milhdes de pessoas sob risco de infeccdo e que 14.000
portadores da doenga morram por ano (DNDi, 2012a). Em areas endémicas,
segundo Rassi Jr e colaboradores (2009, 2010), a doenca de Chagas é a maior
causa de cardiomiopatia e a principal responsavel por morte em pacientes com

doencas cardiovasculares com idade entre 30-50 anos.

A principal via de transmissdo da doenca de Chagas é a vetorial,
seguida, pela via transfusional, por transplante de 6rgaos, e ainda a via oral
gue sera abordada no item seguinte (Altclas et al., 2008; Campos et al., 2008;
revisto em Dias et al., 2011). Além disso, mulheres gravidas infectadas podem
transmitir T. cruzi resultando na doencga congénita e, apesar de rara ocorréncia,
a amamentacdo também pode ser considerada uma via de transmissédo
(Bittencourt, 1988; Rassi et al., 2004; revisto em Dias et al., 2011).

1.3.2.1.Transmissdo oral e na Amazodnia

A via oral de infeccdo tem apresentado uma importancia crescente,
envolvendo a ingestdo de alimentos contaminados com urina e fezes de
triatomineos infectados em areas onde o ciclo domiciliar do triatomineo estava
sob controle (revisto em Dias et al., 2011; Andrade et al., 2011; Kocher et al.,
2012; Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012). Anualmente, varios surtos micro-
epidémicos decorrentes de contaminacéo oral sdo registrados pelo Ministério
da Saude: em Teutdnia (Rio Grande do Sul), Catolé do Rocha (Paraiba), Belém
(Pard), Redencdo (Ceara) e Navegantes (Santa Catarina) (Silva et al., 1968;
Shikanai-Yasuda et al., 1991; Steindel et al., 2008; Andrade et al. 2011), dentre
outros. Segundo Shikanai-Yasuda & Carvalho (2012) o aumento de surtos da

doenca associados a transmissdo oral pode ser em parte atribuido ao melhor
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reconhecimento da doenca, a uma maior vigilancia, a falta de boas préaticas no
processamento de alimentos e ainda, a mudangas ambientais com aumento

das taxas de infeccédo em triatomineos em ectépos proximas a residéncias.

A doenca de Chagas na regido Amazonica, nas palavras de Coura &
Junqueira (2012), pode ser considerada uma doenca enzooltica de animais
selvagens ou uma antropozoonose, uma doenca acidental quando os homens
penetram em um ecossistema selvagem ou quando triatomineos selvagens
invadem domicilios atraidos por luz ou a procura de alimentos. Assim casos
agudos da doenca nesta regido ocorrem principalmente por transmissao oral,
enquanto aqueles de transmissdo vetorial estdo relacionados a atividades
agricolas ou quando os individuos entram na mata (revisto em Coura &
Jungueira, 2012).

Em 1969, Shaw e colaboradores descreveram um surto envolvendo
quatro casos de infeccdo em Belém associado a transmisséo oral. Entre 2000-
2010 mais de 1000 casos da doenca de Chagas aguda foram relatados em 138
surtos, principalmente na Amazoénia brasileira, sendo 776 atribuidos a ingestéo
de alimentos/bebidas (Shikanai-Yasuda & Carvalho 2012). Na regiao
Amazonica, a epidemiologia da doenca de Chagas é dificil de ser estimada
devido a diversidade de vetores e reservatorios selvagens, migracdo humana e
aumento do desmatamento (revisto em Lescure et al., 2010). Pelo menos 27
espécies de 9 géneros de triatomineos ja foram encontradas na Amazbnia e a
maioria delas, estdo infectadas com T. cruzi (revisto em Coura & Junqueira,
2012). Estes autores associam o risco da endemicidade da doenca de Chagas
na regido aos seguintes fatores: (a) desmatamento progressivo associado com
deslocamento de animais selvagens, fontes naturais de sangue para
triatomineos; (b) adaptacéo de triatomineos selvagens a habitacdes humanas
devido a necessidade de fonte de alimento, (c) aumento da migracdo de
pessoas vindos de areas endémicas para a Amazonia, atraidos pela construgéo
de novas hidrelétricas, exploracdo de petroleo e gas e outras atividades de

trabalho.

1.3.2.2. Globalizacdo da doenca de Chagas

A doenca de Chagas estd emergindo em paises ndo endémicos

associada as transmissdes sanguinea, congénita e por transplante de 6rgaos.
12
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A depender do pais de origem e o de residéncia de imigrantes estima-se que
as taxas de infeccdo variam entre 1% e 26% (Figura 1.5) (Coura & Dias, 2009;
Gascon et al., 2010; Schmunis & Yadon, 2010). O primeiro relato de doenca de
Chagas na Europa foi o de Pehrson e colaboradores (1981) apresentando o
caso de um menino de 5 anos, assintoméatico, nascido na Roménia em 1975 e
que nunca tinha saido do pais. A partir de entdo, publicacdes esporadicas
comecaram a apontar para a globalizacao desta doenca (Schmunis, 2007). Em
2007, iniciativas da OMS e da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS)
foram direcionadas para a doenca de Chagas na Europa. Em maio de 2010, a
Assembléia da OMS aprovou resolucdo (WHA63.20) reconhecendo o aumento
de casos da doenca em paises ndo endémicos, acentuando que todas as
possiveis vias de transmissao necessitavam de monitoramento e que pacientes
com as formas aguda e crénica deveriam ser integrados nos servi¢gos de saude
bésicos (Vifias & Jannin, 2011).

Nos Estados Unidos aproximadamente 300.000 individuos estao
infectados com T. cruzi (Bern & Montgomery, 2009; Schmunis & Yadon, 2010).
Gurtler e colaboradores (2007) relatam a existéncia, em algumas regides dos
Estados Unidos, de uma alta incidéncia de animais infectados, se comparada a
algumas areas endémicas da América Latina. Nos Estados Unidos a triagem
em bancos de sangue ocorre de forma opcional ndo sendo exigida pela
agéncia Food and Drug Administration (FDA) (revisto em Bern, 2011).

Na Europa, no periodo 1999-2009, as estimativas sdo de mais de
80.000 pessoas infectadas com cerca de 4.000 casos confirmados em
laboratorio (OMS, 2010). Os paises mais afetados sdo Espanha, Reino Unido,
Itdlia e Suica (Perez-Molina et al., 2011). Na lItalia, o pais, depois da Espanha
com maior numero de residentes originarios América Latina, em uma triagem
realizada no periodo 1998-2010 dentre 867 pessoas sob risco, 4.2%
apresentaram sorologia positiva para a doenca de Chagas, e dentre 214
mulheres gravidas, trés estavam infectadas (Angheben et al., 2011). Na Suica,
com uma estimativa de cerca de 60.000 imigrantes da América Latina, casos
de doenca de Chagas tém sido reportados desde 1979, sendo que em junho de
2011, 258 casos foram diagnosticados, a maioria adultos na fase
indeterminada (Jackson & Chapuis, 2011). A rede EuroTravNet apresentou
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estudo do periodo entre 2008 e 2009, descrevendo as caracteristicas dos
pacientes cronicos residentes na Europa: de 13.349 pessoas que participaram
de uma triagem de salde associada a viagens e migracdo, 124 (122 na
Espanha, 2 na Suica) tinham a doenca crénica, sendo 96% nascidos na Bolivia
e com tempo de residéncia na Europa, principalmente na Espanha, de 38
meses e com média de idade 35 anos sendo 65% mulheres (Perez-Molina et
al.,, 2011). Esta rede foi fundada em 2008 visando assistir, na area de
monitoramento de doencas associadas a viagens ao “European Centre for
Disease Prevention and Control” (ECDC).

> 80.000

Figura 1.5. Principais rotas de imigrantes da América Latina para paises néo
endémicos. Os valores representam a estimativa do numero de imigrantes
infectados (Adaptado de Coura & Vifas, 2010).

1.3.2.3. Profilaxia da doenca de Chagas

Criado em 1991, o acordo dos paises do cone sul da América do Sul
(Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai), apoiado pela OMS, visou
principalmente controlar os vetores da doenca de Chagas. Gragcas a esta
iniciativa, o percentual de novas infec¢des reduziu 70%, sendo essa reducao
devida a interrupcdo da transmissdo atraves de vetores e por transfusdo
sanguinea no Uruguai (1997), Chile (1999) e Brasil (2006) (Mocayo & Silveira,
2009; revisto em Parker & Sethi, 2011). Essa expressiva reducdo pode ser
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explicada pela diminuicdo no niumero de capturas de T. infestans nos domicilios
(Moncayo & Ortiz-Yanine, 2006). A interrup¢cdo da transmissao vetorial foi
confirmada por testes soroldgicos que revelaram a soroprevaléncia de 0% em
criancas de 0-5 anos em 2007 (Moncayo & Silvera, 2009). No entanto, em parte
dos paises da América Latina, como na Bolivia e México, as taxas de infeccao
humana por T. cruzi ainda sao altas (revisto em Coura & Vifas, 2010).

Segundo Reithinger e colaboradores (2009), esfor¢cos para eliminacdo da
doenca de Chagas fora do Cone Sul esbarram na resisténcia a inseticidas,
recolonizacdo de insetos apOs aplicagdo dos mesmos, abastecimento
insuficiente de drogas tripanocidas, falta de consenso quanto ao tratamento de
pacientes cronicos, auséncia de padrdes internacionais para diagndéstico e
auséncia de uma vacina efetiva.

As politicas preventivas da transmisséo da doenca de Chagas se baseiam
em trés pontos principais: (a) eliminagdo do inseto vetor, através de inseticidas;
(b) triagem de doadores de banco de sangue e/ou esterilizacdo do sangue
utilizado; e (c) melhoria das moradias (Figura 1.6) (que comumente servem de
ninhos para os triatomineos) e programas de educacdo sanitaria e profilatica
(revisto em Dias, 2008).

Figura 1.6. As casas de pau a pique podem abrigar triatomineos.

Fonte: Rubem Menna-Barreto.
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1.3.3. Tratamento

Desenvolvidas entre as décadas de 60 e 70, as drogas utilizadas para o
tratamento da doenca de Chagas sdo o benznidazol (Bz) (N-benzil-2-nitro-1-
imidazol acetamida) e o] nirfutimox (3-metil-4-(5'-
nitrofurfurilidenoamino)tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido) (Figura 1.7).

O nifutimox teve sua producéo interrompida pela Bayer, por questdes de
demanda, nos anos 80 no Brasil e em 1997 na Argentina. Devido a ensaios
clinicos mostrando sua atividade em combinacdo com outras drogas no
tratamento da infec¢cdo causada por Trypanosoma gambiense, sua producao
foi reiniciada em 2000 no complexo de llopango Bayer em El Salvador (Jannin
& Villa, 2007). Recentemente, o nifurtimox foi aprovado para o uso combinado
com eflornitina no tratamento da doenca no Oeste Africano causada por T.
brucei gambiense (Priotto et al., 2009). Atualmente em um acordo entre a
Bayer Healthcare e a OMS, a producédo de nifurtimox (distribuicdo gratuita) foi
garantida para utilizacdo na América Latina até o presente ano (Bayer
Healthcare, 2012), estando disponivel em 12 paises do continente africano
desde 2009 (revisto em Burri, 2010; DNDi,2012a).
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Figura 1.7. Drogas utilizadas no tratamento clinico da doenca de Chagas.

(a) Nifurtimox; (b) Benznidazol

Em 2003, a empresa suica Roche (Basiléia), fabricante mundial do
benznidazol, iniciou processo de transferéncia de tecnologia do medicamento
para o governo brasileiro ficando o Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE) o responséavel pela sua produc¢do no Brasil (Jannin &
Villa, 2007). O produto foi registrado no Brasil pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como um “medicamento novo” em novembro de
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2006. Até 2011, toda a sua producéo foi realizada utilizando o principio ativo
fabricado pela Roche, quando entdo, a empresa brasileira Nortec Quimica
passou a ser a responsavel. Como a producdo da matéria prima nao foi
suficiente houve uma interrupcdo no fornecimento do material a partir de
agosto de 2011 (Mocgéo, 2011; MSF, 2011; Manne et al., 2012). Recentemente,
0 LAFEPE retomou a producgéo e distribuicdo do benznidazol em janeiro de
2012 (comunicacéo pessoal, 15/05/2012). Em parceria com DNDi, o LAFEPE
desenvolveu uma formulacdo pediatrica do medicamento (12,5 mg) que em
dezembro de 2011 recebeu o registro da ANVISA (Lafete, 2012; DNDi, 2012b).

O benznidazol tem eficacia comprovada na fase aguda da doenca e €
considerado o tratamento de primeira linha para todos os individuos infectados
com T. cruzi, exceto mulheres gestantes (Coura & Borges-Pereira, 2011).
Atualmente existem evidéncias de que o tratamento de pacientes cronicos, com
sintomas cardiovasculares leves, pode levar ao retardo/prevengcdo na
progressao da doenca pela reducédo ou eliminacdo da carga parasitaria (Viotti
et al.,, 2006; Bern, 2011; Coura & Borges-Pereira, 2011; Nagajyothi et al.,
2012). Segundo Coura & Borges-Pereira (2011) pacientes cronicos com
cardiopatia grau Il (New York Heart Association) devem ser tratados com
quimoterapia especifica e grau lll tratados a depender da decisdo médico-
paciente. Estes autores propdem tratamentos de curto prazo (30 dias) com
intervalos de 30-60 dias por um periodo de 6 a 12 meses e a combinacédo de
drogas com diferentes mecanismos de acdo benznidazol + nifurtimox,
benznidazol ou nifurtimox + alopurinol ou triazéis antifUngicos que agem na
inibicAo da sintese de esterdis. Estdo sendo aguardados os resultados
quantitativos do projeto multicéntrico BENEFIT (Benznidazole Evaluation for
Interrupting Trypanosomiasis) que compara os efeitos de benznidazol e
placebo em portadores da doenga na América Latina (Marin-Neto et al., 2008;
MSF, 2011). Atualmente, MSF esta realizando estudos para fazer a triagem de
mais de 80.000 pessoas nha Bolivia, Colémbia, Guatemala, Honduras,
Nicaragua e Paraguai, tendo diagnosticado mais de 6.000 pessoas e tratado
mais de 4.000 (2011).

O mecanismo de acao de nifurtimox envolve reducdo metabdlica do grupo

nitro por nitroredutases gerando radicais livres que reagem com O0Xigénio
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produzindo espécies reativas de oxigénio (ERO) (revisto em Docampo &
Moreno, 1986). O T. cruzi € deficiente em mecanismos de detoxicacado de
ERO, apresentando basicamente a enzima tripanotiona redutase (TR) e baixa
atividade da superoxido dismutase; sendo deste modo, mais sensivel a ERO
que a célula hospedeira (Boveris et al., 1980; Morello, 1988; revisto em Maya et
al., 2007).

O mecanismo de acdo do benznidazol parece estar relacionado a
nitroreducdo de componentes do parasito (Polak & Richle, 1978) e a ligacdo de
metabdlitos ao DNA nuclear, ao kDNA de T. cruzi e a lipideos e proteinas do
parasito (Diaz de Toranzo et al.,, 1988). Segundo o grupo de Wilkinson
nifurtimox e benznidazol agiriam como proé-drogas através da ativacdo de uma
nitroredutase tipo | (NTR) presente em T. brucei e em T. cruzi, ausente em
células de mamifero. Essa enzima cataliza a reducdo de elétrons tipo 2 por
compostos nitroheterociclicos formando hidroquinona e levando a producao de
metabalitos toxicos, sem producéo significativa de superoxido (Hall et al., 2012;
Wilkinson et al., 2011; Hall & Wilkinson, 2012).

Tanto benznidazol quanto nifurtimox causam efeitos colaterais graves.
Dentre os efeitos do nifurtimox estdo anorexia, perda de peso, excitabilidade
psiquica ou sonoléncia e manifestacfes digestivas. Ja o tratamento com
benznidazol acarreta dermatite por hipersensibilidade e intolerancia digestiva,
podendo ainda levar a depressdo da medula &ssea (neutropenia,
agranulocitose e trombocitopenia), polineurites e toxicidade hepética (Viotti et
al., 2009).

Como ainda n&do ha outro composto que tenha completado todas as fases
clinicas de testes mais avancadas, benznidazol e nifurtimox se estabelecem
como a Unica op¢do de quimioterapia. No entanto, ambos estdo longe de
serem considerados compostos ideais para o tratamento da doenca de Chagas
devido a: (a) controversa eficacia na fase cronica; (b) seus sérios efeitos
colaterais; (c) longo periodo de tratamento; (d) acdo variavel de acordo com a
susceptibilidade de diferentes cepas de parasitos; e (e) baixa acessibilidade
dos pacientes as drogas (Filardi & Brener, 1987; revisto em Coura, 2009; De
Castro et al., 2011).

18



Introducao

Como ja dito anteriormente, é crescente a necessidade de triagem para
T. cruzi nos bancos de sangue de paises endémicos e ndo endémicos. Ha
muitos anos, a Uunica terapia disponivel refere-se ao corante derivado de
trifenilmetano violeta de genciana (ou cristal de violeta), que teve sua atividade
caracterizada sobre tripomastigotas sanguineos in vitro e seu uso liberado para
tratamento das bolsas de sangue. No entanto, a coloracdo do sangue e o longo
tempo de incubacado sao fatores que restringem o uso deste composto (Morello,
1988). Muitas vezes a infraestrutura dos hospitais das localidades endémicas
ndo permite o estoque adequado das bolsas de sangue, além da substancia
poder causar rejeicdo dos pacientes devido a coloracdo. Essa limitacdo do
tratamento de bolsas de sangue faz com que estas sejam muitas vezes
descartadas no caso de diagnostico positivo. Dessa forma, torna-se essencial
novas alternativas que aumentem a eficacia e eficiéncia do tratamento dos

bancos de sangue.

1.3.4. Perspectivas para novos quimioterapicos

Esforgos continuos tém sido realizados devido as limitagdes do tratamento
atual para doenca de Chagas, justificando a procura por novas drogas que
possam substituir ou possam ser administradas em combinag¢do com nifurtimox
e benznidazol e/ou serem utilizadas no caso de falhas terapéuticas. A industria
farmacéutica tem pouco interesse no desenvolvimento de quimioterapicos para
doenca de Chagas devido ao alto custo dos investimentos e a falta de um
mercado potencial e seguro nos paises em desenvolvimento (Mocayo &
Yanine, 2006). A indefinicdo de critérios de cura da doenca dificulta a
introducdo de novos quimioterapicos. O Unico critério aceito atualmente é a
cura parasitologica, constatado pelo teste de sorologia negativa, 0 que pode
levar alguns anos apos o fim do tratamento (revisto em Lescure et al., 2010).

Na busca de novas drogas, diversas vias metabolicas do parasito tém sido
investigadas como possiveis alvos terapéuticos, incluindo a biossintese de
ergosterol, metabolismo de tripanotiona, cisteina protease, metabolismo de
pirofosfato, sintese de proteinas ou DNA. A combinacdo de diferentes
compostos visando uma maior eficacia e menor toxicidade também € uma

estratégia terapéutica usada com frequéncia (revisto em Coura, 2009). Dentre
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as caracteristicas essenciais que um novo composto anti-T. cruzi necessita

estdo: (a) alta atividade contra tripomastigotas sanguineas e amastigotas

intracelulares; (b) alta atividade contra diversas cepas de T. cruzi; (c) atividade

comprovada nas fases aguda e cronica da doenca; (d) tratamento por

administragao oral e preferencialmente com poucas doses; (e) baixa toxicidade

ao paciente, sendo o medicamento disponivel a criancas, adultos e mulheres

em fase reprodutiva; e (f) estabilidade (resisténcia a variacfes de temperatura,

por exemplo) e baixo custo de producdo e comercializacdo (Nwaka & Hudson,

2006). Na Tabela 1.1 estdo descritos os mecanismos de agéo das principais

drogas contra a doenca de Chagas.

Tabela 1.1. Principais drogas contra a doenca de Chagas e seus

mecanismos de a¢ao sugeridos

Droga Uso Mecanismo de acgéo
Benznidazol Tratamento de primeira linha paraa Nitroredugéo de
fase aguda macromoléculas do parasito e
danos no DNA
Nifurtimox Tratamento combinado a eflornitina  Nitroredugédo de
para tripanosomiase africana macromoléculas do parasito e
geragédo de ERO
Posoconazol Anti-fingico com possibilidade de Inibidores da biosintese de
uso em todas as fases da doenca ergosterol
Pré-droga Uso ainda ndo aprovado para o Inibidores da biosintese de
Ravuconazol  tratamento da doenca ergosterol
(E1224)
Amiodarona Tratamento de arritmia cardiaca em Inibicdo da homeostase de

pacientes crbnicos

calcio do parasito e da

biossintese de ergosterol

Adaptado de Clayton, 2010.

O efeito tripanocida do posoconazol (SCH 56592 Schering-Plouch),
inclusive em cepas resistentes a benznidazol (Molina et al.,, 2000), esta
relacionado a inibicdo da enzima 14a-demetilase (CYP51), interferindo na
biossintese de ergosterol (Buckner & Navabi, 2010). Estudos clinicos de fase lI
com posoconazol estdo sendo iniciados na Espanha para tratar pacientes
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cronicos (Clinical Trials, 2012a). Apesar de seguro em administrag&o oral (fase |
de testes), o alto custo do antifiungico pode ser um fator limitante para o uso
deste medicamento no tratamento da doenca (Courtney et al., 2003; De Castro
et al., 2011). Benain e colaboradores (2006) demonstraram o efeito sinérgico de
amiodarona (composto anti-arritmico indicado a pacientes chagésicos
sintomaticos) e posoconazol contra T. cruzi em ensaios in vitro e in vivo.

Na Bolivia, iniciou-se em 2011 os estudos de fase Il em pacientes
cronicos para avaliar a eficacia e seguranca do E1224, uma pré-droga do
ravuconazol. Assim como E1224, diversos antifungicos derivados de triazol ja
foram testados em modelos animais para doenca de Chagas: ravuconazol,
posoconazol, albaconazol, D08701 e Tak-187. A atividade tripanocida destes
compostos esta associada a inibicdo da biossintese de ergosterol, essencial
para crescimento e sobrevivéncia do parasito (Clinical Trials, 2012b). Como
opcao terapéutica, o uso de células-tronco com capacidade de auto-duplicacéo
e diferenciacdo também tem sido explorado para reparo de lesBes
(principalmente cardiacas) em pacientes com a doencga cronica em estagio

avancgado (Campos de Carvalho et al., 2009).

1.4. Naftoquinonas

Quinonas sao dienonas ciclicas cujas caracteristicas quimicas propiciam
a formacao de ligacbes covalentes com alvos biolégicos e a transferéncia de
elétrons em reacbes de oxido-reducdo. ApoOs a reducdo das quinonas sao
formadas semi-quinonas que, por serem instaveis, tendem a retornar a sua
formacao original ao transferir seus elétrons livres a uma molécula ou radical
aceptor que quando € o oxigénio leva a geragdo dos EROs anion superoxido,
radicais hidroxila e perdxido de hidrogénio (Figura 1.8) (revisto em Kumagai et
al., 2012). A alta citotoxicidade desses compostos esta relacionada ao estimulo
de estresse oxidativo e alquilacdo de proteinas e acidos nucleicos (Boveris et
al., 1980).
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Figura 1.8. Mecanismo geral de acdo de quinonas e produgdo de EROs
(Menna-Barreto, 2008).

Dentre as quinonas encontram-se as naftoquinonas (Figura 1.9),
presentes em diferentes familias de plantas e que tém sido utilizadas em
diversas culturas como corantes em cosmeéticos e alimentos, além de ter
aplicacdo na medicina, como agentes anti-tumorais, anti-inflamatérios e anti-
microbianos (Powis, 1987). A toxicidade de naftoquinonas tem sido bastante
estudada in vitro (Brunmark & Cadenas, 1989; Comporti, 1989; O’Brien, 1991)
e in vivo (Munday 2000, 2001, 2004).

a 0o b o c o
O, oo O
N
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lapachol B-lapachona lausona

Figura 1.9. Estrutura quimica das naftoquinonas: (a) lapachol; (b) B-
lapachona; e (c) lausona.

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-but-2-en-1-il)-1,4-naftoquinona) é uma
naftoquinona extraida do lenho de diferentes espécies de Tabebuia (do tupi,
pau ou madeira que flutua) da familia bignoniaceae, como por exemplo, o0 pau
d’arco ou ipés (Figura 1.10). Essa naftoquinona despertou grande interesse

por suas caracteristicas farmacoldgicas e por ser de facil obtencéo do lenho de
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madeiras destas plantas, variando a quantidade isolada entre 1 e 4%. Essas
plantas sao facilmente encontradas nas florestas tropicais em quase todo o
territorio brasileiro, e ainda nas regifes do cerrado e na caatinga. Na medicina
popular, principalmente entre as populacdes indigenas da América, ipés sao
utilizados no tratamento de diversas doencas, inclusive cancer (Bastien et al.,
1983; Arenas, 1987). Dentre as caracteristicas quimicas do lapachol, esta a
facilidade de ciclizagdo da cadeia isoprenil levando a formacgéo da a-lapachona
(3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto[2,3-b]piran,5,6-diona) e B-lapachona (3,4-
dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto[1,2-b]piran,5,6-diona).

Figura 1.10. Tabebuia sp., vulgarmente conhecida como Ipés das quais é

obtido o lapachol. Fonte: Ferreira et al., 2010.

Os primeiros relatos da atividade biologica de lapachol iniciaram na
década de 60, tendo sido observadas ac¢éo antifungica, bactericida, neoplasica,
leishmanicida, moluscicida, antiviral, antiinflamatoria, apoptética e neoplasica
(De Almeida et al.,1990; Sacau et al., 2003; Lima et al., 2004; De Souza et al.,
2008; Maia et al., 2011).

A B-lapachona se destaca por apresentar conhecida atividade antiviral,
citotoxica para células tumorais e apoptéticas (revisto em Ferreira et al., 2010).
Esta naftoquinona inibe a atividade da transcriptase reversa nos virus
causadores da mieloblastose em aves, da leucemia Rauscher em
camundongos e a transcri¢cado do virus HIV-1 (Schirch & Wehrli, 1978; Li et al.,

1993). As atividades antivirais e apoptoéticas podem estar relacionadas ao efeito
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inibidor especifico de topoisomerases envolvidas em processos como
replicagéo, transcricdo, mitose e reparo (revisto em Pinto & De Castro, 2009;
De Castro et al., 2011). A B-lapachona encontra-se em testes clinicos de fase Il
para tratamento do cancer de pancreas, sinergicamente ao gencitabina,
quimioterapico ja utilizado para o tratamento desta neoplasia (Clinical Trials,
2012c).

A lausona é uma naftoquinona obtida de plantas da familia lythraceae,
principalmente das folhas de Lawsonia alba, L. inermis e Impatiens balsamina
representando cerca de 1 a 1,4%. Estas plantas sdo comuns em regides
tropicais da Asia, Africa e América. No Antigo Egito, ha cerca de 4.000 anos, o
extrato de folhas de L. inermis, rico em lausona, era utlizado para tingir
cabelos, unhas e pele. Na medicina popular, a lausona é empregada no
tratamento de micoses e feridas (revisto em Ferreira et al., 2010),
principalmente aquelas causadas por fungos. O mecanismo de acdo desta
naftoquinona envolve estresse oxidativo, tendo sido descrita acdo microbicida e
moluscida (Camara et al., 2008; Klaus et al., 2010).

Varios autores mostraram correlagdo entre a estrutura da quinona e seu
efeito toxico em tripomastigotas sanguineos, sendo as naftoquinonas do tipo
1,2 mais ativas que as do tipo 1,4 (Lopes et al., 1978; Goijman & Stoppani,
1985; Pinto et al., 1987; Goulart et al., 1997). Seu mecanismo de acao sobre
tripanosomatideos, incluindo T. cruzi, estd ligado a sua caracteristica de
participar de reacdes redox e gerar radicais livres de oxigénio (Boveris et al.,
1978; Cruz et al., 1978; Docampo et al., 1978a; Molina Portela et al., 1996).

A atividade de varias naftoquinonas foi testada sobre epimastigotas de T.
cruzi, sendo que B-lapachona e alil-B-lapachona inibiram a proliferacdo sendo
cerca de 10x mais ativas que o lapachol, enquanto a-lapachona apresentou
baixa atividade (Lopes et al.,, 1978). O tratamento de epimastigotas com f-
lapachona levou a geragdo de radicais livres e a inibicAo da sintese de
proteinas e acidos nucléicos, induzindo ainda fragmentagdo do DNA nuclear e
de cinetoplasto (Goijman & Stoppani, 1985; Goijman et al., 1985). Em
homogenato total e em fragcdo mitocondrial de epimastigotas foi observada a
geracdo de agua oxigenada na presenca de B-lapachona, o que ndo ocorreu

com a o-lapachona (Boveris et al., 1978; Cruz et al., 1978; Docampo et al.,
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1978b). B-lapachona levou ainda a alteracdes ultraestruturais nas trés formas
do parasito: “blebs” na membrana plasmatica com desaparecimento pontual
dos microtabulos subpeliculares;condensacdo da cromatina nuclear e inchaco
da mitocondria, além da reducéo respiratoria e geracdo de ROS, especialmente
peroxido de hidrogénio, indicando a susceptibilidade do parasito a
naftoquinonas (Docampo et al., 1977; 1978a; Boveris et al., 1978; Cruz et al.,
1978).

Mais recentemente, Menna-Barreto e colaboradores (2009a)
demonstraram que as naftofuranoquinonas derivadas de C-alil-lausona levaram
a danos celulares semelhantes como inchago mitocondrial e formacdo de
‘blebs” na membrana plasmatica, além da formacdo de estruturas
membranares atipicas, sugerindo uma participacdo do processo autofagico em
epimastigotas. Com relagcdo aos tripomastigotas sanguineos, 0s autores
verificaram que estes compostos induziram o aparecimento de vesiculas dentro
da mitocéndria e inchaco da organela, aumento da vacuolizagéo citoplasmatica
e dilatacdo do envelope nuclear. Além disso, a atividade dos complexos
mitocondriais I-1ll foi parcialmente bloqueada em ambas as formas do parasito
pelas naftofuranoquinonas, sugerindo o comprometimento do transporte de
elétrons, reduzindo o potencial de membrana mitocondrial (AWm) e
consequentemente as taxas respiratérias, além de acarretar um aumento na
producédo de EROs.

Dentre os derivados de B-lapachona, destacam-se os naftoimidazois N1,
N2 e N3 que demonstraram atividade tripanocida sobre as trés formas do
parasito, inibindo mais de 90% a infeccdo de macréfagos in vitro (Menna-
Barreto et al.,, 2005, 2007). O tratamento com esses derivados levou a
alteragcbes na mitocondria, na regido do trans Golgi e desorganizacdo de
reservosomos, além de fragmentagdo de DNA em tripomastigotas. O principal
alvo desses compostos no parasito foi a mitocéndria, sendo a maior parte das
proteinas moduladas pelo tratamento com estes compostos (Menna-Barreto et
al., 2010). O mecanismo de agéo desses naftoimidazois ainda n&o é totalmente
conhecido, envolvendo a ativagcdo da via autofagica e de proteinas Atgs
(Menna-Barreto et al., 2009b,c).
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Em animais experimentais, o pré-tratamento de tripomastigotas com [3-
lapachona levou a auséncia de parasitemia detectavel por exame microscopico
e sobrevivéncia a infeccdo. Na presenca de soro fetal bovino ou de solucéo de
hemoglobina de coelho, com excecdo dos ensaios com 3-alil-p-lapachona, este
pré-tratamento ndo alterou o curso da infeccdo. Por espectrometria UV foi
observado que a incubacao de hemoglobina com quinonas, com excecao de 3-
alil-p-lapachona, levava ao desaparecimento de oxihemoglobina e o
aparecimento de metahemoglobina (Lopes et al., 1978). Resultado semelhante
foi reportado em estudos com menadiona (derivado 1,4-naftoquinona), cuja
acao sobre epimastigotas € abolida por soro ou sangue (Lopes et al., 1978).
Esta transformacdo induzida por menandiona foi descrita como devida a
geracdo de anion superoxido (Goldberg & Stern, 1976). Estes resultados
sugerem que estas quinonas sejam inativadas por reducdo na presenca de
oxihemoglobina ou pela interacdo com proteinas séricas. Estudos
subsequentes com 3-alil-B-lapachona mostraram em epimastigotas danos
semelhantes aos apresentados por B-lapachona (Docampo et al., 1977), além
de aumento na producao de H,O, e peroxidacao de lipideos, porém a droga foi
inativa em infeccbes experimentais. Ainda sobre epimastigotas, uma
naftofurandiona e uma quinolinfurandiona também mostraram atividade (Tapia
et al., 2004).

Outros derivados de naftoquinonas também tiveram atividade sobre
tripomastigotas avaliada, como as orto- e para-naftofuranoquinonas e para-
naftopiranoquinona derivados de lapachol (Silva Jr et al., 2008a), as
naftofuranoquinonas ligadas ao anel triazolico derivados de nor-lapachol (Silva
Jr, 2008b) e as antraquinonas imidazdlicas (Silva Jr et al., 2010). Deste grupo
de naftoquinonas triazolicas testadas, a mais ativa foi a naftoquinona triazélica,
2,2-dimetil-3-(4-fenil-1,2,3-triazol-1-il)-2,3-dihidro-nafto[1,2-bJfurano-4,5  diona
(NT) (Figura 1.11). NT apresentou maior atividade que o composto padréao Bz
nas mesmas condi¢coes experimentais (Silva Jr et al., 2008b), induzindo a uma
melhor caracterizacdo do mecanismo de acdo desse composto, se constituindo

como um dos objetivos da presente dissertacao.
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Figura 1.11. Estrutura quimica da naftoquinona triazolica.

1.5. Autofagia

A autofagia € um processo fisioldgico e constitutivo, importante para o
crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo de todas as células eucaridticas.
Em condigcbes normais, a autofagia é responsavel pela degradacdo de
agregados de proteinas e reciclagem de organelas, dentre outras funcdes
(Yamada & Singh, 2012). As organelas ou por¢des do citoplasma a serem
degradadas se encontram em uma vesicula de membrana dupla, denominada
autofagosomo, que se funde aos lisosomos. Esse processo leva a degradacéo
de proteinas, lipideos e acucares fornecendo energia para a célula sobreviver
na falta de nutrientes e regulando o balanco entre biogénese e degradacédo de
estruturas celulares (Yamada & Singh, 2012; Morita & Yoshimori, 2012).
Embora a autofagia tenha sido inicialmente descrita em células de mamiferos,
a maior parte dos estudos sobre o mecanismo molecular desse processo foi
realizada em fungos (Weidberg et al., 2011). Esta via € conservada nha maioria
dos eucariotos, sendo mais de 30 genes ATG comuns a fungos e mamiferos,
funcionais em etapas como inducédo da autofagia, formacdo do complexo de
nucleacdo e autofagosomo, além de reconhecimento da carga a ser degradada
(Yamada & Singh, 2012).

A via autofagica contribui para a sobrevivéncia celular em condi¢des
fisico-quimicas desfavoraveis como a escassez de nutrientes, hipdxia e altas
temperaturas, sendo crucial no balango entre anabolismo e catabolismo, com
reciclagem de diversas estruturas celulares mesmo durante o desenvolvimento
celular, entretanto o desbalanc¢o desta via pode levar & morte celular (Reggiori
& Klionsky, 2002; Shacka et al., 2008; Tung et al., 2012). Dessa forma, a
autofagia ainda se mostra essencial na adaptacdo das células em resposta a

estresse extra e intracelular (Rubinszfein et al., 2005; Mizushima et al., 2008).
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Em células de mamiferos, a autofagia tem participacdo na diferenciacao
celular, remodelagem tecidual, mecanismo de defesa contra organismos
patogénicos e pode estar associada tanto na promoc¢ao quanto na prevencao
do cancer, doencas neurodegenerativas e envelhecimento (Duszenko et al.,
2011).

1.5.1. Historico

Em 1955, o bioquimico belga Christian de Duve estudando hepatécitos de
ratos, descobriu uma organela rica em hidrolases e a chamou de lisosomo (De
Duve, 1955). Em 1963, De Duve descreveu pela primeira vez o termo
“autofagia” para designar um processo no qual, por¢cdes do citosol sao
englobadas, formando vesiculas de dupla membrana chamadas
autofagosomos. Estas vesiculas se fundem aos lisosomos, formando os
autofagolisosomos onde ocorre a degradacdo do material por hidrolases
(Brunchhaus et al., 2007). Desde sua descoberta até o final dos anos 90, a
pesquisa na area de autofagia ndo apresentava grandes avangos até que, com
a descricdo dos mecanismos moleculares envolvidos, o0 interesse pela via
autofagica cresceu exponencialmente, aumentando cinco vezes o numero de

publicacdes nesta area (Klionsky, 2007).

1.5.2. Tipos de autofagia

Existem duas diferentes vias de autofagia, uma via ndo seletiva induzida
por falta de nutrientes e uma via seletiva, alvo especifica. A autofagia ndo
seletiva tem a fungdo de fornecer energia pela degradacdo de proteinas, e a
seletiva funciona para eliminar organelas e/ou macromoléculas em excesso ou
desnecessarias da célula (Morita & Yoshimori, 2012). Dentre 0s tipos principais
de autofagia estdo: autofagia mediada por chaperona, microautofagia e

macroautofagia, sendo ultima a mais comum (Figura 1.12).

1.5.2.1. Autofagia mediada por chaperona

Descrita até o0 momento somente em mamiferos, a autofagia mediada
por chaperona (AMC) é uma forma seletiva de autofagia pelo qual apenas
proteinas citosolicas especificas sdo transportadas através da membrana

28



Introducao

lisosomal para degradacdo. Esta seletividade é realizada pela ligagdo de
chaperonas em uma sequéncia de aminoacidos KFERQ da proteina a ser
degradada, que nao esté acessivel, quando estas se encontram em seu estado
conformacional correto. Esse peptideo sinal esta presente em cerca de 30%
das proteinas citosolicas das células de mamiferos entretanto, ainda existem
outras sequéncias sinal relacionadas a AMC como QREFK e VDKFQ
(Orenstein & Cuervo 2010; Li et al.,, 2011). Por fim, os substratos a serem
degradados sé&o reconhecidos no citoplasma por uma chaperona hsc70 que se
liga a LAMP-2A na membrana lisosomal, translocando a proteina alvo para o

interior dos lisosomos (Bejarano & Cuervo, 2010).

AUTOFAGIA MEDIADA POR MICROAUTOFAGIA MACROAUTOFAGIA
CHAPERONA (AMC)
Hsc70e LISOSOMO/ENDOSOMO TARDIO PAS
SUBSTRATO
cocgerona

] & INVAGINACAO

AUTOLISOSOMO
—> Produtosde degradacdo Ex: aminoacidos €

Sintese de proteinas, producdo de
energia, gluconeogénese, etc.

Figura 1.12. Formas de autofagia: autofagia mediada por chaperona

microautofagia e macroautofagia (Adaptado de Mizushima e Komatsu, 2011).

1.5.2.2. Microautofagia

A microautofagia ocorre através de invaginacbes na membrana
lisosomal incorporando o material a ser degradado, podendo ser ou néo
seletiva. Dentre suas principais caracteristicas morfoldgicas, destaca-se a

presenca de lisosomos multivesiculares, e apesar de originalmente descrita em
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mamiferos, é amplamente estudada em fungos (Santambrogio & Cuervo, 2011;
Li et al., 2012).

No estagio inicial da microautofagia, a superficie do lisosomo aumenta,
surgindo uma cavidade dinamica regulada pela GTPases Vpslp, sendo a
frequéncia de formacdo dessas invaginacdes dependente das condi¢cdes
nutricionais (Li et al., 2012). Em um segundo momento, ocorre a especializacéo
da invaginacdo, em uma forma tubular de diametro constante denominada tubo
autofagico. Por fim, nanovesiculas se desprendem desses tubos, se
acumulando no interior dos lisosomos ou endosomos tardios (corpos
multivesiculares)  (Santambrogio & Cuervo 2011). A invaginagdo
microautofagica participa da manutencdo do tamanho das organelas e
composicdo das membranas, demonstrando papel crucial no metabolismo
lipidico (Sahu et al., 2011; Shpilka & Elazar, 2011; Li et al., 2012).

1.5.2.3. Macroautofagia

Também conhecida como autofagia classica, a macroautofagia é
historicamente um sistema nao seletivo de degradac&o que envolve a formacao
dindmica do autofagosomo com a participacado de proteinas Atgs (Figura 1.13)
(Ichimura & Komatsu, 2011). Entretanto, estudos recentes vém demonstrando
evidéncias de macroautofagia seletiva de organelas como peroxisomos
(pexofagia), nucleo (micronucleofagia) mitocondria (mitofagia), reticulo
endoplasmatico (reticulofagia) e ribosomos (ribofagia), além de patégenos
(xenofagia) (Farré et al., 2009; Johansen & Lamark, 2011; Youle & Narendra,
2011; Cebollero et al., 2012; Till et al., 2012; Yuk et al., 2012).

Em condi¢des nutricionais satisfatérias, o complexo alvo de rapamicina
mTor (Target of rapamicin em mamiferos) inibe a macroautofagia através da
hiperfosforilagdo de Atgl3. Ja na escassez de nutrientes, ocorre a inativacao
da mTor e consequente inducdo de autofagia através da reducdo da
fosforilacdo de Atgl3, aumentando sua afinidade por Atgl. O complexo Atgl-
Atgl3 inicia a autofagia através da formacéo da estrutura pré-autofagosomal
(PAS) a partir de projecdes da membrana do reticulo endoplasmatico e/ou do
Golgi com a participacéo da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) classe Ill. A Atg9,
o complexo ULK1-Atg13-FIP200 quinase, e o complexo Atgl4-Vps34-beclina
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PI3 quinase também participam do isolamento da PAS (He & Klionsky, 2009;
Tanida, 2011).

autofagolisosomo

Figura 1.13. Representacdo esquematica da macroautofagia. A PI3K classe I
induz a formacdo da PAS, englobando conteudos citoplasmaticos como
proteinas mal formadas e organelas defeituosas. O complexo Atgl2-Atg5-
Atgl16, assim como a Atg8 conjugada a fosfatidiletanolamina sdo recrutadas
pela PAS promovendo o alongamento dessa membrana. Apos a formacao do
autofagosomo, este se funde ao lisosomo, constituindo o autofagolisosomo,
onde seu conteudo € degradado por hidrolases (Adaptado de He & Klionsky,
2009).

Em uma etapa seguinte, o alongamento da PAS pode ocorrer através de
dois sistemas de conjugacao: LC3/Atg8 ou Atgl2 (Pyo et al., 2012). No sistema
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de conjugacdo Atg8, esta proteina € clivada pela Atg4 que retira uma arginina
da regido C-terminal de Atg8. A ligase Atg7 promove a ligacao da Atg8 a Atg3, e
posteriormente a glicina da por¢cdo C-terminal da Atg8 a fosfatidiletanolamina,
fechando a PAS formando o autofagosomo. No segundo sistema de
conjugacao, a Atgl2 é hidrolisada e novamente com a participacédo da Atg7, se
liga a Atg10 que une a Atgl2 a lisina de Atg5, a partir dai ocorre a organizacao
do complexo Atg5-Atgl2-Atgl6, que também promove a formacdo do
autofagosomo (revisto Klionsky & Emr, 2000 e em Kiel, 2010). Uma vez
formado, o0 autofagosomo se fusiona aos lisosomos formando
autofagolisosomo, onde hidrolases irdo degradar componentes celulares
englobados e a membrana interna do autofagosomo (revisto em Duszenko et
al., 2011).

1.5.3. Autofagia em tripanosomatideos

O envolvimento da macroautofagia vem sendo descrito em alguns
protozoarios na auséncia de nutrientes ou mesmo apdés o tratamento com
drogas (Uzcéategui et al., 2007; Barquilla et al., 2008; Corréa et al., 2009;
Giordani et al., 2011;), entretanto até o0 momento ainda ndo foram observadas
microautofagia nem autofagia mediada por chaperonas em eucariotos
inferiores.

Em tripanosomatideos, foi demonstrada a presenca de alguns genes
ATG (revisto em Besteiro et al.,, 2007 e em Brennand et al.,, 2010). Em T.
brucei, trés isoformas de Atg8 foram detectadas sendo a Atg8.2 muito similar a
LC3 presente em mamiferos (Li et al., 2012). Nesse tripanosomatideo, a
macroautofagia ja foi observada atraves: (a) da inibicdo do complexo Tor 2 com
rapamicina, bloqueando parcialmente a proliferacdo dos parasitos (Barquilla et
al., 2008); (b) do tratamento do parasito com dihidroacetona que induziu o
aparecimento de caracteristicas morfolégicas tipicas desta via (Uzcategui et al.,
2007) e (c) do controle guantitativo e qualitativo de glicosomos, através da
pexofagia (revisto em Kiel, 2010).

Em Leishmania sp., a metaciclogénese bem como a diferenciagdo de
promastigotas para amastigotas tém o envolvimento da via autofagica (Besteiro

et al., 2006, 2007). Em alguns géneros de Leishmania, os lisosomos alteram
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sua morfologia durante o desenvolvimento podendo indicar diferentes funcdes
a depender do estagio do parasito, estando em forma tubulo multivesicular em
promastigotas (Duskenzo et al., 2011). Em L. major, foi observada a presenca
dos dois sistemas de conjugacdo Atg8 e Atgl2, dos genes ortélogos ATG3 e
ATG7, aléem de duas isoformas de Atg4 (LmAtg4.1 e LmAtg4.2). LmAtg8
apresenta alta similaridade a Atg8 de fungos e LC3 de mamiferos, sendo esta
proteina utilizada atualmente como marcador de autofagosomos em
Leishmania sp. (revisto em Kiel et al., 2010).

Em T. cruzi, foram encontrados cerca de 20 genes homodlogos de Atgs
de levedura, dentre as quais destacam-se duas ATG4 (TcAtg4.1 e TcAtg8.2),
ATG7 e duas ATGS8 (TcAtg8.1 e TcAtg8.2) (revisto em Alvarez et al., 2008a;
Brennand et al., 2010). Dessa forma, analises bioinformaticas ainda apontaram
a existétncia do sistema de conjugacdo ATG8 completo nesse
tripanosomatideo, entretanto ndo foram detectados os principais componentes
do sistema de conjugacdo ATG12 (ATG5, ATG10 e ATG12) (Ridgen et al.,
2005; Herman et al.,, 2006; Alvarez et al., 2008b). InUmeros estudos tém
apontado a autofagia como parte do mecanismo de acéo de diferentes classes
de drogas, incluindo naftoquinonas, causando o0 aparecimento de estruturas
membranares concéntricas no citosol, formacdo de vacuolos autofagicos e a
superexpressao de Atgs (Menna-Barreto et al., 2007, 2009a,b,c). Assim como
em Leishmania sp., foi observada a participacdo da via autofagica durante a
metaciclogénese de T. cruzi, sendo demonstrada uma intensa expressao de
Atg8.1 em epimastigotas durante o processo de diferenciagdo, levando a
hipotese da participacdo da autofagia como um mecanismo de sobrevivéncia
do parasito na ampola retal do vetor, ambiente extremamente pobre em
nutrientes (Alvarez et al., 2008a,2008b).

No contexto da busca de novos alvos racionais de drogas contra o
parasito, iremos avaliar na presente dissertacdo: (a) o papel da autofagia no
mecanismo de acao de naftoquinonas; (b) e a participagdo deste mecanismo
no T. cruzi sob condi¢cbes de estresse, como a reducdo da disponibilidade de
nutrientes e as variagcbes de pH, condi¢cdes essas importantes durante a
metaciclogénese, bem como durante a diferenciacdo de tripomastigotas para
amastigotas nas células hospedeiras.
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Objetivo geral

v"Avaliar o efeito in vitro de naftoquinonas, do estresse de pH e nutricional

sobre Trypanosoma cruzi;

Objetivos especificos

1. Analisar o efeito de naftoquinonas e derivados sobre as diferentes formas
evolutivas do T. cruzi, correlacionando a estrutura quimica com a

atividade tripanocida;

2. Investigar o mecanismo de acdo da naftoquinona NT sobre formas
epimastigotas de T. cruzi por microscopia de fluorescéncia e eletronica e

citometria de fluxo;
3. Caracterizar o efeito do estresse de pH e nutricional em epimastigotas de

T. cruzi por microscopia de fluorescéncia e eletronica de transmissao,

citometria de fluxo e eletroforese de DNA total.
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3.1. Compostos

A partir de lapachol, extraido do lenho de &arvores da familia
Bignoniaceae, foi sintetizado o nor-lapachol através da reacao de Hooker (Pinto
et al, 1980), matéria prima para a sintese da naftoquinona triazélica NT (2,2-
dimetil-3-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2,3-dihidronafto[1,2-b]furano-4,5-diona),
nosso objeto de estudo, realizada pelo Dr. Eufranio N. Silva Junior (Nucleo de
Pesquisas em Produtos Naturais’lUFRJ; Depto. de Quimica/UFMG).
Brevemente, a reacdo de nor-lapachol com bromo em cloroférmio origina o
bromo-B-nor-lapachol, que reagindo com azida de sédio gera a 3-azido-nor-3-
lapachona, intermediario chave na sintese de naftoquinonas acopladas a um
nudcleo triazdlico (Pinto et al, 1982). Esta azidoquinona através da reacdo com
etinil-benzeno, catalizada por Cu(l),origina NT (Figura 3.1) (Silva Jr et al,
2008a).

o o
egcos (0 OO
OH CHC@
OH _H02 - OH NaOH/Na,CO, m 0°C

THF, 60 °C CusO, o

Nor-lapachol
Lapachol Intermediario P

de Hooker

= CLL 5
CH,Cl, C“(')
CH20|2 H20

3-Azido-nor-beta-
lapachona

3-Bromo-nor-beta-
lapachona

Figura 3.1. Rota de sintese de NT.

Os demais compostos estudados na presente dissertacdo pertencem a
classe das hidroxinaftoquinonas, sintetizadas pela Dra. Maria Vargas (Instituto
de Quimica/UFF) através da reagdo de 2-hidroxi-1,4 naftoquinona (lausona)
com aminas primarias ou aldeidos em etanol. A sintese das
hidroxinaftoquinonas 1A, 1B, 1C, 2A, 3A, 7A, 9A ja foi anteriormente publicada
(Neves et al, 2009, 2010). Todos os demais compostos presentes na Figura
3.2 e Tabela 3.1 sdo moléculas novas cuja atividade biologica ainda €
desconhecida.
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Figura 3.2. Estrutura quimica das hidroxinaftoquinonas.
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Todas as solugbes estoque dos compostos utilizados foram preparadas

em dimetilsulféxido (DMSO) de forma que a concentracdo de 4% n&o fosse

excedida, pois esta dose ndo causa efeitos deletérios em tripomastigotas

sanguineos (De Castro et al, 1994).

Tabela 3.1. Hidroxinaftoquinonas estudadas

Cmp Nomenclatura

1A 2-((butilamino)(piridina-2-il)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

1B 2-((heptilamino)(piridina-2-il)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

1C 2-((decilamino)(piridina-2-il)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

1D 2-((3-cloropropilamino)(piridina-2-il)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

2A 2-((butilamino)(2-hidroxifenil)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

2B 2-((heptilamino)(2-hidroxifenil)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

2C 2-((decilamino)(2-hidroxifenil)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

2D 2-((3-cloropropilamino)(2-hidroxifenil)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

3A 2-((5-bromo-2-hidroxifenil)(butilamino)metil)-3-hidroxinaftaleno- 1,4- diona

3B 2-((5-bromo-2-hidroxifenil)(heptilamino)metil)-3-hidroxinaftaleno- 1,4- diona

3C 2-((5-bromo-2-hidroxifenil)(decilamino)metil)-3-hidroxinaftaleno- 1,4- diona

3D 2-((5-bromo-2-hidroxifenil)(3-cloropropilamino)metil)-3-hidroxinaftaleno-
1,4- diona

4A 2-((butilamino)(3-hidroxifenil)-metil- 3- hidroxinaftaleno-1,4-diona

4B 2-((heptilamino)(3-hidroxifenil)-metil- 3- hidroxinaftaleno-1,4-diona

4C 2-((decilamino)(3-hidroxifenil)-metil- 3- hidroxinaftaleno-1,4-diona

4D 2-((3-cloropropilamino)(3-hidroxifenil)-metil- 3- hidroxinaftaleno-1,4-diona

5A 2-((4-bromofenil)(3-cloropropilamino)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

6A 2-((heptilamino)(4-nitrofenil)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

6B 2-((3-cloropropilamino)(4-nitrofenil)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

7A 2-((butilamino)(2,4-diclorofenil)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

7B 2-((2,4-diclorofenil)(heptilamino)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

7C 2-((3-cloropropilamino)(2,4-diclorofenil)-metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

8A 2-((heptilamino)(fenil)metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

8B 2-((3-cloropropilamino)(fenil)metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

9A 2-((butilamino)(2-hidroxi-5-metil-fenil)metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona

10A  2-((3-cloropropilamino)metil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona
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11A  Tert-butil 2-((3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-dihidro-naftalen-2-il)-(fenil)metil-
amino)etilcarbamato

11B  Tert-butil 2-((3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-dihidro-naftalen-2-il)-(2-hidroxifenil)-
metilamino)etilcarbamato

11C  Tert-butil 2-((3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-dihidro-naftalen-2-il)-(4-nitrofenil)-
metilamino)etilcarbamato

11D  Tert-butil 2-((2,4-diclorofenil)-(3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-dihidro naftalen-2-il)
metilamino)etilcarbamato

11E Tert-butil 3-((3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)(fenil)- metilamino)
propilcarbamato

11F  Tert-butil 3-((3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)(2-hidroxifenil)-
metilamino) propilcarbamato

3.2. Culturas primarias

Macréfagos foram cultivados de peritbneo de camundongos Swiss
Webster, aderidos em placas de 24 pocos (2x10°células/pogo) em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DME) suplementado com 10% soro fetal bovino
(SFB) (DMES) e mantidos a 37°C por 24 h. As células cardiacas foram obtidas
através de cultura primaria de coracdo de embrides de camundongos Swiss
Webster (18 dias), sendo os corac¢des submetidos a dissociagcbes mecanica e
enzimatica utilizando 0,05% de tripsina e 0,01% de colagenase, como descrito

previamente (Meirelles et al, 1986).

3.3. Parasitos

Em todos os experimentos foi utilizada a cepa Y de T. cruzi (Silva &
Nussenszweig, 1953). As formas tripomastigotas sanguineas foram obtidas de
camundongos Swiss infectados no pico da parasitemia, isoladas por
centrifugacéo diferencial e resuspensas em DME (pH 7,4). Os epimastigotas
foram mantidos em meio de infusdo de figado e triptose (LIT) (pH 7,4)
suplementado com 10% SFB a 28°C e utilizados para os ensaios durante a

fase exponencial de crescimento (5° dia).

3.4. Efeito direto sobre T. cruzi

Tripomastigotas sanguineos foram ressuspensos na concentragdo de
107 células/mL em meio DMES. Essa suspensdo (100 L) foi adicionada, na
auséncia ou na presenca de 5% de sangue murino, a0 mesmo volume das

naftoquinonas, previamente preparadas no dobro da concentracdo final
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desejada e incubada a 4°C por 24 h. Alternativamente, ensaios foram
realizados apenas em DMES (0% sangue). O efeito de NT na proliferacao de
epimastigotas em LIT foi monitorado a 28°C (24-96 h). A quantificacdo foi
realizada em cameras de Neubauer e a atividade dos compostos foi expressa

em valores de IC_., correspondendo a concentragdo que causa lise ou inibicéo

50’
da proliferacdo de 50% dos parasitos.

Para avaliacao do efeito da variacao de pH (pH 3, 4, 5, 6, 8, 9 e 10) bem
como do estresse nutricional (0 e 20% SFB), foram realizadas curvas de
proliferacdo de epimastigotas a 28°C utilizando como controle a condicdo pH7
10% SFB, sendo os parasitos quantificados nos tempos de 12, 24, 48, 72 e 96
h.

3.5. Efeito de NT na proliferacdo de amastigotas intracelulares

Macrofagos peritoneais de camundongos Swiss foram cultivados em
placas de 24 pocos (2x10°células/poco) em DMES e mantidos a 37°C. Apds 24
h, a cultura foi lavada com DME e infectada com tripomastigotas sanguineos
(proporcdo de 10 parasitos/célula). Depois de 3 h de interacdo, as células
foram lavadas em PBS para remover o0s parasitos ndo internalizados. Em
seguida, foram incubadas com DMES na presenca ou auséncia de NT (24-96
h). Nos diferentes tempos, as células foram fixadas com Bouin por 5 min a
25°C, lavadas 3x com etanol 70% e coradas com Giemsa por 40 min a 25°C.
As células foram guantificadas sendo utilizados os parametros percentagem de

infeccdo e o nimero de parasitos/100 células.

3.6. Toxicidade de NT e das hidroxinaftoquinonas para células
hospedeiras

A avaliagdo da toxicidade de NT sobre macréfagos néo infectados foi
realizada pelo método do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio (MTT)
como previamente descrito (Mosmann, 1983). As andlises foram feitas a 490
nm no espectrofotbmetro de placa Molecular Devices Spectramax 340
(Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). Alternativamente, a toxicidade das
hidroxinaftoquinonas 1B, 1C e 2C foi analisada sobre células musculares

cardiacas através da reducdo da resazurina em resorufina (Azul de Alamar,
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Invitrogen, Carlsbad, EUA). A absorbancia detectada € proporcional ao numero
de células vivas. A leitura foi realizada em espectrofotobmetro a 570 e 600 nm,
seguindo as recomendacdes do fabricante. O percentual de reducédo é

calculado pela seguinte formula:

(117,216)(Ar1)-(80,586)(Ax2)
(155,67)(Cx2)-(14,652)(Ch1),

X 100

onde: A= célula tratada
C= célula néo tratada (controle)
A1=570nm; A,=600nm
(€ox)A1 = 80,586; (€0x)\2 = 117,256

(Ered))\]_ = 155,67, (ered))\z = 14,652

3.7. Analise ultraestrutural

Epimastigotas (5x10° células/mL) foram tratados com 3-9 pM de NT por
24 h a 28°C. Apés lavagem em PBS, os parasitos foram fixados em 2,5%
glutaraldeido em tampé&o cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2) por 40 min a 25°C.
A pos-fixagdo foi realizada em solugcdo de 1% tetréxido de 6smio contendo
0,8% ferricianeto de potassio e 2,5 mM de cloreto de calcio por 20 min a 25°C,
seguida pela etapa de desidratacdo em série crescente de acetona (50%, 70%,
90%, 100% e 100%). Para microscopia eletrbnica de transmissdo, o
emblocamento foi realizado em resina PolyBed 812, sendo os cortes ultrafinos
contrastados com 5% acetato de uranila (20 min) e citrato de chumbo (2 min) e
analisados no microscépio eletrénico de transmissdo Jeol JEM1011 (Toquio,
Japéao). Para microscopia eletrénica de varredura, apos as etapas de fixagédo e
pos-fixacdo descritas acima, os parasitos foram aderidos em laminulas
recobertas com poli-L-lisina, desidratados em série crescente de acetona e
posteriormente, secos em ponto critico com CO,, metalizados com ouro (20
nm) e examinados no microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM6390LV.

Para as andlises dos possiveis danos ultraestruturais decorrentes do
estresse de pH e nutricional, os epimastigotas (5x10° células/mL) foram

mantidos nas diferentes condicdes a 28°C por 24 e 96 h. ApGs esses periodos,
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0s parasitos foram processados para microscopia eletronica de transmisséo

conforme descrito anteriormente.

3.8. Andlise por microscopia de fluorescéncia

Ap6s o tratamento com NT por 24 h, os epimastigotas (3x10°
células/mL) foram lavados com PBS e incubados em 100 uM
monodansilcadaverina (MDC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 60 min a
28°C para avaliacao da presenca de vacuolos autofagicos (Munafé e Colombo,
2001). Ap6s a marcacgao, os parasitos foram lavados em PBS e fixados em 4%
PFA por 40 min a 25°C, e a quantificacdo do percentual de epimastigotas
MDC+ foi realizada no microscopio Zeiss AxioObserver M1 (Zeiss,
Oberkochen, Alemanha).

A avaliacao da presenca de vacuolos autofagicos em parasitos mantidos
em diferentes condi¢des de estresse (pH e nutricional) por 24 e 96 h também
foi realizado seguido o protocolo descrito acima.

3.9. Andlise por citometria de fluxo

Os epimastigotas (5x10° células/mL) foram tratados com diferentes
concentracdes de NT (1,5 - 9 uM) por 24 h a 28°C e incubados com diferentes
marcadores fluorescentes. Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial
(A¥m), os parasitos foram incubados por 30 min a 28°C com 50 nM ester de
tetrametil rodamina (TMRE) (Molecular Probes, Carlsbad, EUA). A incubacao
com 10 pM do dissipador de AW¥Ym, cianeto de carbonila 4-
(trifluormetoxi)fenilhidrazona (FCCP) (Sigma-Aldrich), foi empregada como
controle negativo.

Para andlise do efeito de NT no ciclo celular do T. cruzi, epimastigotas
foram permeabilizados em solugdo contendo 0,1% saponina, 5% SFB e 1%
albumina sérica bovina (BSA) seguida pela incubacdo com 30 pg/mL de iodeto
de propidio (IP) por 30 min a 28°C.

As sondas fluorescentes dihidroetidio (DHE) e Mitosox Red (Molecular
Probes) foram utilizadas para avaliar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) ap6s o tratamento com NT. Epimastigotas foram marcados
com 10 uM DHE ou 5 pM Mitosox Red por 30 min a 28°C visando a deteccéo,
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respectivamente, dos niveis de EROs total e mitocondrial. Parasitos tratados
com 22 yuM antimicina (AA) (Sigma-Aldrich) - inibidor irreversivel do complexo
[ll da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial - foram considerados o
controle positivo da marcacao.

O efeito do estresse de pH, testado em pH 3 e 10 e do estresse
nutricional (pH 7) com 0 ou 20% SFB foi avaliado em 24 e 96 h, utilizando
como parametros de dano mitocondrial a perda do A¥Ym (incubagcdo com
TMRE) e a producédo de EROs (marcacdo com DHE), seguindo a metodologia
semelhante a descrita para o tratamento com NT. Além disso, foi analisada a
integridade da membrana plasmatica de epimastigotas sob estresse através da
incubacéo dos parasitos vivos com 30 pg/mL IP por 30 min a 28°C, utilizando
0,1% saponina como controle positivo de permeabilizacao.

Apos as marcagBes com as diferentes sondas fluorescentes, os dados
foram adquiridos e analisados utilizando o citdmetro de fluxo FACSCalibur
(Becton-Dickinson, CA, EUA) equipado com software CellQuest (Joseph
Trotter, Instituto de Pesquisa Scripps, CA, EUA). Para cada marcacao, um total
de 10.000 eventos foram adquiridos na regido previamente estabelecida que
corresponde aos parasitos. Os dados obtidos nos ensaios com todas as
sondas foram expressos através da percentagem de parasitos marcados. As
variagbes na fluorescéncia de TMRE foram também quantificadas usando o
indice de variacéo (IV) obtido pela equacao (MT-MC)/MC, onde MT equivale a
mediana da fluorescéncia dos parasitos tratados e MC equivale a mediana da

fluorescéncia dos parasitos controle (Menna-Barreto et al, 2005).

3.10. Anédlise por eletroforese em gel de agarose

Epimastigotas (5x10° células/mL) incubados nas diferentes condigbes de
estresse (0% SFB, 20% SFB, pH 3 e 10) por 24 e 96 h foram lavados em PBS
e 0 DNA total foi extraido na presenca de RNAse A usando o kit DNA Wizard
(Promega, Madison, EUA). As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de 1,5% agarose em voltagem constante de 90 V. Os géis foram revelados

com GelRed™

(Biotium, Hayward, EUA) seguindo as instru¢cdes do fabricante,
e os resultados visualizados e documentados no sistema foto-documentacéo

gel-UVP Bioimaging (Upland, CA, EUA).
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3.11. Analise estatistica
Todas as analises realizadas utilizaram o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney para comparar os grupos controle e experimentais. Diferengas com p <

0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
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4. RESULTADOS
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4.1. Efeito de naftoquinonas sobre T. cruzi

Dentre as naftoquinonas derivadas de lausona testadas sobre
tripomastigotas sanguineos, os compostos 1B, 1C e 2C foram os mais ativos,
com ICs0/24 h = 1046 + 22,6 pM, 77,3 £+ 6,8 pM e 211,7 + 32,3 uM,
respectivamente (Tabela 4.1). O derivado 1C apresentou excelente atividade
tripanocida, sendo mais ativo que o Bz (ICs0/24 h = 103,6 £ 0,6 puM), composto

padrdo utilizado no tratamento clinico da doenca de Chagas.

Tabela 4.1. Atividade dos compostos sobre
formas tripomastigotas de T. cruzi

Compostos Ic50/24h (UM)?
1A >4000
1B 104,6 (£ 22,61)
1C 77,3 (+ 6,82)
1D >1900
2A >1200
2B >4000
2C 211,7 (£ 32,3)
2D >1200
3A 2147 (+ 483,7)
3B 3516,5 (+ 146,4)
3C >2500
3D 686 ( 75,72)
AA >1200
4B >1400
4C >1700
4D >2500
5A >4000
6A >4000
6B >4000
TA >4000
7B >4000
7C >4000
8A 562,11 (+ 55,02)
8B >4000
9A >1200
10A 1538,56 (+ 153,45)
11A >4000
11B 764.,4 (+ 82,0)
11C >4000
11D >2000
11E >2000
11F 868,8 (+ 88,19)
Bz 103,6 + 0,6 °

& Média = desvio padrdo de, no minimo, trés
experimentos independentes. ® Silva Jr et al, 2008a.
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A citotoxicidade de 1B, 1C e 2C foi avaliada por ensaio de resazurina
(azul de Alamar). Os trés compostos apresentaram efeito toxico para células
musculares cardiacas apés 48 h de tratamento em concentracfes semelhantes
ou superiores aos respectivos valores de ICsy.

Estudos prévios demonstraram que dentre a série de
naftofuranoquinonas 1,2,3-triazélicas derivadas de nor-lapachol testadas, o
composto NT foi o que apresentou maior atividade justificando estudos mais
aprofundados de seu mecanismo de acdo. Este composto foi ativo sobre as
trés formas do T. cruzi com o ICs0/24 h variando de 5 a 25 uM (Tabela 4.2).
Sobre tripomastigotas sanguineos, o efeito de NT foi avaliado na auséncia ou
na presenca de 5% de sangue, sendo os valores de IC50/24 h 23,3 + 2,8 UM e
17,3 £ 2,0 uM, respectivamente. As formas proliferativas epimastigotas e
amastigotas foram bastante sensiveis a NT sendo o efeito inibitério dose-
dependente (Tabela 4.2, Figuras 4.1a,b), reduzindo em 81% o numero de
células infectadas depois de 4 dias de tratamento (Figura 4.1b). A
citotoxicidade foi avaliada pelo método de MTT apontando que a concentracao
de 10 uM levou a morte de 60% dos macrofagos tratados com NT, dose essa

que representa o dobro das utilizadas nos ensaios com células infectadas.

Tabela 4.2. Valores de ICso (UM) de NT nas diferentes formas de T. cruzi

ht? Tripomastigotas Epimastigotas Amastigotas

0% sangue 5% sangue

24 23,3+28° 17,3+2,0° 76+0,6 52+1,1°
48 - - 53+15 23+04
72 - - 54+1,6 1,4+0,3
96 - - 4,7+ 2,4 29+0,8

?Horas de tratamento. ° Média de trés experimentos independentes. ° Silva Jr et al. 2008a.

Y Ntmero de parasitos/ 100 macréfagos.
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Figura 4.1. Efeito de NT na proliferacdo de T. cruzi. (a) Epimastigotas; (b)

Amastigotas intracelulares. Os graficos mostram os valores de média e desvio

padrdo de um experimento representativo.
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Visando caracterizar o mecanismo de a¢do de NT, foram realizadas
andlises por microscopia eletronica e citometria de fluxo de epimastigotas
tratados com concentracdes abaixo do valor de ICso. Por microscopia eletronica
de transmissao, parasitos controle foram observados com morfologia normal da
mitocondria, nucleo, cinetoplasto e reservossomos (Figura 4.2). O tratamento
de epimastigotas com 3 e 6 UM NT (Figuras 4.3 e 4.4) induziu o surgimento de
perfis de reticulo endoplasméatico bem desenvolvidos envolvendo diversas
estruturas subcelulares, especialmente reservossomos e uma intensa
desorgarnizacdo da morfologia dessa organela, incluindo ruptura da sua
membrana. “Blebbing” da membrana flagelar, desorganizacdo das cisternas do
Golgi e a presenca de estruturas membranares concéntricas no citosol foram
as outras alteracbes observadas. Nao foram detectadas alteracdes

ultraestruturais na mitocondria do parasito.

Figura 4.2. Micrografia eletrbnica de transmisséo de epimastigota de T. cruzi
controle apresentando morfologia tipica de mitocondria (M), nacleo (N),

cinetoplasto (C) e reservosomos (R). Barra = 1um.

50



Resultados

A analise por microscopia de fluorescéncia revelou um aumento no
percentual de epimastigotas marcados com MDC de até 30% apds o
tratamento com diferentes doses do composto (Figura 4.5). Através da técnica
de citometria de fluxo, avaliamos o A¥m através da marcacdo com TMRE. N&o
foram detectadas alteracdes na intensidade de fluorescéncia de parasitos
tratados com 1,5 a 6 pM NT, entretanto 9 uM NT levou a uma reducéo de 28%
do A¥m, em relac&o ao controle (Tabela 4.3).

Em um segundo grupo de experimentos, epimastigotas tratados foram
permeabilizados com saponina e marcados com IP para avaliacdo do ciclo
celular. O tratamento com a naftoquinona levou a uma diminui¢ao significativa
do percentual de parasitos com DNA duplicado, inibindo entre 27-52% (Figura
4.6). A microscopia eletronica de varredura evidenciou que parasitos tratados
com 3 e 6 UM NT apresentaram varios flagelos e morfologia do corpo celular
anormal durante a divisdo celular (Figura 4.7).

A producdo de EROs também foi analisada através da marcacdo com
DHE e Mitosox Red (Figura 4.8). O tratamento com NT (3 a 9 puM) induziu um
aumento no percentual de epimastigotas DHE+ (Figura 4.8a), sendo
significativo na concentracdo de 9uM. Esse aumento ndo foi observado em

parasitos marcados com Mitosox Red (Figura 4.8b).

Tabela 4.3. Analise do potencial de membrana mitocondrial de epimastigotas
de T. cruzi tratados com NT por citometria de fluxo

% parasitos TMRE + Mediana \Ys
controle 98,1+ 0,5 225+34 0,00
controle + 10 yM FCCP  2,2+2,6 3,4+1,2* -0,85
1,5 uM NT 98,8 +0,3 25,7+5,6 0,14
3,0 UM NT 98,5+0,8 23,6 +1,8 0,07
6,0 UM NT 976+1,6 21611 -0,03
9,0 UM NT 96,4+ 1,8 16,3 £ 3,3* -0,28

%IV = (MT — MC)/MC, onde MT corresponde ao valor da mediana de fluorescéncia de parasitos
tratados e MC corresponde a mediana de parasitos controle. Asteriscos indicam diferenca

significativa em relacéo ao grupo controle (p < 0,01).

o1



Resultados

Figura 4.3. Andlise por microscopia eletrbnica de transmissdo de
epimastigotas tratados com 3 uM NT. (A,B) Os parasitos apresentam perfis
de reticulo endoplasméatico bem desenvolvido (ER) envolvendo
reservosomos (R) (setas brancas). (C-E) O tratamento levou a intensa
desorganizacao da morfologia dos reservosomos (estrelas pretas) (C-D) com
perda da integridade das suas membranas (cabeca de setas pretas) (C-D),
formacdo de blebs na membrana flagelar (setas pretas grossas) (C),
rompimento do Golgi (setas pretas) (C), além do aparecimento de estruturas
membranares concéntricas no citosol (asterisco) (E). Barras = 1 um.
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Figura 4.4. Andlise por microscopia eletrdnica de transmissdo de epimastigotas
tratados com 6uM NT. (A-C) NT induziu o surgimento de perfis de reticulo
endoplasmatico (ER) envolvendo reservosomos (R) (A-B), assim como o

rompimento dessa organela (estrela preta) (B-C). Barras =1 um.
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Figura 4.5. Analise por microscopia de fluorescéncia da marcagdo com MDC
de epimastigotas de T. cruzi tratados com NT. O tratamento induz um aumento

no numero de parasitos contendo vacuolos autofagicos. Asteriscos

representam diferenca significativa em relacdo ao controle (p < 0,009).
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Figura 4.6. Analise do ciclo celular de epimastigotas tratados com NT por
citometria de fluxo. O tratamento com a naftoquinona levou a uma diminui¢cao
na percentagem de epimastigotas com DNA duplicado. Asteriscos representam

diferenca significativa em relacéo ao controle (p < 0,05).
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Figura 4.7. Analise por microscopia eletronica de varredura de epimastigotas
tratados com NT. (A,B) Parasitos controle com morfologia tipica do corpo
durante a mitose (setas grossas). O tratamento com (C-E) 3 uM e (F,G) 6 uM
NT levou ao aparecimento multiflagelos (cabeca de setas), além da morfologia
anormal durante a citocinese (estrela) e alteracdo no formato do corpo

(asteriscos). Barras =5 um.
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Figura 4.8. Avaliacdo da producdo de ROS em epimastigotas de T. cruzi
tratados com NT por citometria de fluxo. A marcagcdo com (a) DHE e (b)
Mitosox Red. O tratamento com NT levou a um aumento no percentual de
parasitos produzindo ROS. A incubagcdo com antimicina a (AA) foi utilizada

como controle positivo. Asteriscos representam diferenca significativa em
relacdo ao controle (p < 0,05).
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4.2. Efeito do estresse de variagao do pH e nutricional sobre formas
epimastigotas

Para avaliar o efeito do estresse de variagdo do pH sobre formas
epimastigotas de T. cruzi, os parasitos foram incubados em meio LIT contendo
10% SFB com diferentes faixas de pH acidos (pH 3, pH 5 e pH 6) e basicos (pH
8, pH 9 e pH 10). Ja para analise do estresse nutricional, epimastigotas foram
mantidos em LIT pH 7, contendo diferentes concentracées de SFB (0%, 5% e
20%). Tanto para estresse de pH quanto nutricional, epimastigotas em LIT pH 7
+ 10% SFB foram utilizados como controle. Inicialmente, um possivel efeito de
tamponamento do meio de cultura pelos epimastigotas foi avaliado por até 96
h. Apés esse periodo, os meios LIT &cidos mantiveram pH abaixo de 7,
entretanto se aproximaram mais do pH fisiolégico. Da mesma forma, os meios
basicos sofreram fendmeno semelhante, também aproximando-se do pH
neutro. Nas condi¢des utilizadas para estresse nutricional ndo houve variacao
de pH (Figura 4.9).

[y
[

10 mOh
9 ** 24h
* I W 96h
8 T * T *
7 I - o * o * — *
6 *
%— 5 * * * T
*
a —
3
2
1
0

pH3  pH4 pH 5 pH 6 pH 7 pH8 pH9 PpH10 0% SFB 5% SFB 20% SFB

10% SFB pH7

Figura 4.9. Cinética de alcanilizagdo e acidificacgdo do meio LIT por
epimastigotas de T. cruzi. Asteriscos representam diferenca significativa de

cada condicdo em relacdo ao tempo Oh (p < 0,05).
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A cinética de proliferacdo de epimastigotas sob condi¢Bes de estresse
apontou uma diminuicdo significativa do percentual de parasitos viaveis a partir
de 24 h nas condicbes extremas acidas (pH 3) e basicas (pH 10) (Figura
4.10A-E). Em 96 h, todas as variagcbes de pH &cido testadas apresentaram
diferenca estatistica em relacdo aos epimastigotas controle em pH neutro
(Figura 4.10E). As condi¢cOes de estresse nutricional testadas (0% e 5% SFB)
apresentaram uma reducdo da proliferacdo de epimastigotas em 6, 24 e 96 h,
enquanto o aumento da disponibilidade de SFB acarretou um consequente
aumento do numero de parasitos em 96 h, aumento este que foi
estatisticamente significativo (Figura 4.10F). Com base nos dados obtidos,
foram selecionadas as condicdes acidas (pH 3), basicas (pH 10) e o estresse
nutricional decorrente da auséncia (0% SFB) ou excesso (20% SFB) de soro
nos tempos de 24 e 96 h para os experimentos subsequentes.

Andlises por citometria de fluxo de epimastigotas nas condi¢cdes de
estresse selecionadas foram realizadas visando avaliar: (a) morfologia dos
parasitos; (b) AYm (marcagdo com TMRE); (c) producdo de EROs (marcacéao
com DHE); e (d) integridade da membrana plasmatica (marca¢cdo com IP em
parasitos ndo permeabilizados). A avaliacdo morfologica dos epimastigotas nas
diferentes condicbes de estresse ndo apontou diferencas no tamanho dos
parasitos até 96 h (Figura 4.11). Entretanto, a condi¢cédo acida (pH3) levou ao
aparecimento de uma subpopulacdo parasitaria de maior granulosidade em
todos os tempos testados (Figura 4.11A,B).

Em relacdo a funcionalidade mitocondrial, 0 A¥m foi avaliado utilizando
o FCCP (ionéforo e potente dissipador do potencial mitocondrial) como
controle. Os parasitos submetidos ao estresse acido ou basico por 24 h
apresentaram uma diminuicdo da marcacdo de TMRE de 75 e 53%,
respectivamente. Em 96 h, o efeito da alcanilizacdo e acidificagédo do meio LIT
se manteve, levando a uma reducdo de 76 e 65% na intensidade de
fluorescéncia, respetivamente (Tabela 4.4). Interessantemente, as duas
condicbes de estresse nutricional testadas ndo levaram a alteracOes

significativas na marcagao de TMRE tanto em 24 h como 96 h.
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Tabela 4.4. Andlise do A¥Ym em epimastigotas de T. cruzi
submetidos a estresse de pH e nutricional

IV 24h IV 96h
pH7 + 10%SFB 0,00 0,00
pH7 + 10%SFB + 10 uM FCCP -0,732* -0,70*
pH7 + 0%SFB 0,25 0,48
pH7 + 20%SFB -0,28 -0,38
pH3 + 10%SFB -0,75* -0,76*
pH10 + 10%SFB -0,53* -0,65*

% Médias de pelo menos 4 experimentos independentes.

* Asteriscos representam diferenca significativa em relacdo ao controle pH7 +
10%SFB (p< 0,007).

A producdo de EROs também foi analisada, sendo empregado como
controle a incubagdo com AA (inibidor do complexo Il mitocondrial e potente
indutor da geracao de espécies reativas). As condi¢cBes acidas (pH3) e basicas
(pH10) induziram um aumento significativo do percentual de parasitos DHE+
em torno de 75 e 25%, respectivamente. A condicdo hiponutricional também
levou a um discreto aumento de epimastigotas marcados apenas em 96 h
(Figura 4.12).

Epimastigotas sob as diferentes condi¢des de estresse foram incubados
com IP (intercalante de DNA de alto peso molecular) para avaliagdao da
integridade da membrana plasmatica de 6 a 96 h. Em nenhum dos tempos
analisados, o percentual de parasitos com perda da integridade da membrana
excedeu 4% (Figura 4.13A). A fragmentacao de DNA (evento chave durante os
processos de morte celular) também foi avaliada, ndo sendo observadas
bandas de pesos abaixo de 1,5 kpb, demonstrando a auséncia de
fragmentacdo em todas as condic¢des testadas em 24 e 96h (Figura 4.13B).
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Figura 4.10. Viabilidade de epimastigotas de T. cruzi submetidos a diferentes
condi¢cbes de estresse de pH (A-E) e nutricional (F). (A) 6 h, (B) 24 h, (C) 48 h,
(D)72 h e (E) 96 h. Asteriscos representam diferenca significativa em relagéo
ao controle pH 7 + 10% SFB (p < 0,05).
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Figura 4.11. Efeito do estresse de pH e nutricional no tamanho e granulosidade
em epimastigotas de T. cruzi. (A) Gréaficos de dot plot representativos do tempo
de 96 h, onde a regido no circulo em destaque corresponde a uma
subpopulacdo de epimastigotas com maior granulosidade. (B) Cinética do
efeito das condi¢cdes de estresse na granulosidade. Asteriscos representam

diferenca significativa em relacéo ao controle pH 7 + 10% SFB (p < 0,05).
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Figura 4.12. Avaliacdo da producdo de EROs em parasitos submetidos a
estresse de pH e nutricional. Um asterisco representa diferencga significativa em
relacdo ao controle pH7 + 10%SFB (p < 0,006); Dois asteriscos representam

diferencas da mesma condig&o nos tempos de 24 e 96h (p < 0,03).

A andlise da participacdo da via autofagica nas diferentes condicfes de
estresse foi realizada por microscopia de fluorescéncia utilizando o marcador
de vacuolos autofagicos MDC. Um aumento no percentual de epimastigotas
marcados com MDC de até 20% foi observado nas condicfes de escassez
nutricional ou pH (&cido e basico) em relagdo ao controle. A suplementacdo do
meio de cultura com 20% SFB né&o induziu autofagia em nenhum dos tempos
avaliados (Figura 4.14).

O efeito ultraestrutural dos estresses de pH e nutricional em
epimastigotas foi analisado em 96 h por microscopia eletrénica de transmissao.
No controle bem como na condicdo 20%SFB, os parasitos mantiveram aspecto
caracteristico de organelas como a mitocéndria tipicamente alongada ao redor

do corpo celular, nucleo, Golgi, cinetoplasto, flagelo e reservosomos (Figura
4.15 A, B).
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Figura 4.13. Analise da integridade da membrana plasmatica e da
fragmentacdo de DNA em epimastigotas de T. cruzi submetidos ao estresse de
pH e nutricional. (A) Cinética de marcacdo com IP em parasitos ndo
permeabilizados. Asteriscos representam diferencas significativas em relacao
ao controle pH 7 + 10% SFB (p < 0,05). (B) Avaliagdo da fragmentacdo do DNA
total por eletroforese em gel de agarose. P: padrao de peso molecular; colunas
le6:pH 7+ 10% SFB; colunas 2 e 7: pH 7 + 0% SFB; colunas 3 e 8: pH 7 +
20% SFB; colunas 4 e 9: pH 3 + 10% SFB; colunas 5 e 10: pH 10 + 10% SFB.
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Epimastigotas incubados na auséncia de SFB por 96 h apresentaram
principalmente o aparecimento de estruturas membranares concéntricas no
interior da mitocondria e no citosol (Figura 4.16). As mitocondrias perderam
seu arranjo alongado tipico e 0s reservosomos, sua elétron-densidade
caracteristica (Figura 4.17). Diferentes estagios de invaginagdo da membrana
dos reservosomos puderam ser observados, além de estruturas membranares
concéntricas no interior da organela (Figura 4.17). Nao foram detectadas
alteracdes morfologicas no flagelo, ndcleo, cinetoplasto, nos microtubulos

subpeliculares ou na membrana plasmética.
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Figura 4.14. Analise por microscopia de fluorescéncia da marcagdo com MDC
de epimastigotas de T. cruzi submetidos as condi¢cOes de estresse. Asteriscos
representam diferenca significativa em relacédo ao controle pH 7 + 10% SFB (p
<0,025).
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Figura 4.15. Analise por microscopia eletrbnica de transmissdo de
epimastigotas de T. cruzi incubados por 96h em LIT pH7 + 10%SFB (A) e
20%SFB (B). (A) Parasito controle apresentando morfologia tipica. (B) O
acréscimo de uma maior quantidade de SFB néo induziu qualquer alteracdo
morfolégica no protozoario. M: mitocondria; N: nucleo; C: cinetoplasto; G:
Golgi; F: flagelo; R: reservosomos. Barras = 0,5 pum.
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Figura 4.16. Anadlise por microscopia eletrdnica de transmissdo de
epimastigotas de T. cruzi incubados por 96 h em LIT pH7 + 0%SFB. (A-D) Os

parasitos apresentam estruturas membranares concéntricas no interior da
mitocondria (setas brancas largas) e no citosol (setas brancas finas). M:
mitocondria; N: ndcleo; MS: microtibulos subpeliculares; C: cinetoplasto; RE:
reticulo endoplasmatico. Barras = 0,5 um (A,D), 0,2 um (B,C).
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Figura 4.17. Andlise por microscopia eletrbnica de transmissdo de
epimastigotas de T. cruzi incubados por 96 h em LIT pH 7 + 0% SFB. (A,B) Os
parasitos apresentam perda da eletrondensidade de reservosomos (asteriscos

pretos), podendo conter invaginacdes da sua membrana (setas pretas) e
estruturas membranares concéntricas no seu interior (cabecas de seta pretas).
(C,D) Diversos estagios da invaginacdo da membrana (setas pretas) dos
reservosomos pouco eletrondensos (asteriscos pretos) foram observados. (E)
Detalhe das estruturas membranares concéntricas no interior dos
reservosomos (cabecas de setas pretas). M: mitocdndria; N: nucleo; C:
cinetoplasto; G: Golgi; F: flagelo. Barras = 0,5 um (A, B), 0,2 um (C-E).
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A incubacgdo de epimastigotas em meio LIT em pH &cido por 96 h induziu
0 aparecimento de reservosomos menos eletrondensos contendo muitas vezes
estruturas membranares concéntricas em seu interior. Estruturas membranares
semelhantes também foram encontradas no citosol. Os parasitos ainda
apresentaram perfis de reticulo endoplasmatico e de Golgi envolvendo
estruturas celulares e/ou organelas. Assim como na auséncia de SFB, a
acidificacdo do meio de cultura induziu importantes alteracdes morfolégicas na
mitocondria do T. cruzi como a dilatagéo da organela e aparecimento de cristas
desestruturadas (Figura 4.18). Por sua vez, o pH basico do LIT também levou
a formacdao de perfis de reticulo endoplasmatico envolvendo organelas, inchacgo
mitocondrial, desorganizacdo da organela com aparecimento de estruturas
membranares concéntricas no seu interior, além da perda de elétron-densidade
de reservosomos, formacéo de estruturas membranares concéntricas no citosol
e intensa vacuolizacdo e degradacao citoplasmaticas (Figura 4.19).

E importante ressaltar ainda que ap6s 96 h, a andlise por microscopia
eletrbnica de transmissdo de epimastigotas submetidos a todas as condi¢des
de estresse de pH e nutricional testadas ndo apontou alteragcdes morfoldgicas
de qualquer espécie na cromatina nuclear, bem como na membrana plasmatica
(Figuras 4.15-19).
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Figura 4.18. Analise por microscopia eletrbnica de transmissdo de
epimastigotas de T. cruzi incubados por 96h em LIT acido. (A-E) Os parasitos
apresentam perfis de reticulo endoplasmatico envolvendo organelas (cabecas
de seta brancas) (A-B), formacdo de estruturas membranares concéntricas no
interior de reservosomos (setas pretas) com perda de eletrondensidade
(asteriscos pretos) e também no citosol (setas brancas) (C). A acidificagdo do
meio, ainda induziu o aparecimento de perfis de Golgi atipicos envolvendo
porcdes do citoplasma (estrelas pretas) (A-C) além de um inchaco mitocondrial
com intensa desorganizacao das cristas (estrelas brancas) (E). M: mitocondria;
N: ndcleo; RE: reticulo endoplasmético; G: Golgi; C: cinetoplasto. Barras = 0,5

pm.
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Figura 4.19. Analise por microscopia eletrbnica de transmissdo de

epimastigotas de T. cruzi incubados por 96h em LIT com pH basico. (A, B)
Os parasitos apresentam perfis de reticulo endoplasmatico envolvendo
organelas (cabecas de seta brancas) (A, B), perda de eletrondensidade de
reservosomos (asteriscos pretos) (A), formacao de estruturas membranares
concéntricas citosodlicas (setas brancas finas) (B) e o aparecimento de
material celular em diferentes estagios de degradacédo (setas pretas largas)
(B). (C,D) A alcalinizagdo do meio ainda promoveu um incha¢co mitocondrial
(estrela branca) (C) com o aparecimento de estruturas membranares
concéntricas no interior da organela (setas largas brancas) (C), intensa
vacuolizacdo citoplasmatica (asterisco branco) (D) e perfis de reticulo
endoplasmatico (RE) envolvendo organelas. N: ndcleo; C: cinetoplasto.
Barras = 0,5 pum (A-C), 1 um (D).
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5. DISCUSSAO
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As naftoquinonas representam uma classe de moléculas com estrutura
quimica que facilita reacfes de oxido-reducdo na célula, levando a diferentes
efeitos biologicos. Especificamente a lausona é uma naftoquinona natural com
atividades bactericida e moluscicida j& descritas (Camara et al, 2008; Rahmoun
et al, 2012). Hidroxinaftoquinonas derivadas de lausona tiveram a atividade
anti-T. cruzi avaliada visando correlacdo com a estrutura quimica. Os
compostos obtidos da reacéo de lausona com piridinocarboxialdeido foram os
mais ativos dentre os derivados testados.

Outra caracteristica importante para a atividade tripanocida foi o
tamanho da cadeia lateral alifatica ligada ao grupamento amino. A andlise
comparativa entre hidroxinaftoquinonas com estruturas quimicas semelhantes,
diferindo apenas no tamanho da cadeia lateral alifatica (nimero de carbonos),
revelou que esta atividade tripanocida € proporcional ao tamanho da cadeia. A
naftoquinona 1C (10 carbonos) foi a mais ativa, seguida pela 1B (7 carbonos) e
1A (4 carbonos). Correlacao similar entre a estrutura-atividade foi observada
entre o composto mais ativo 2C (10 carbonos), 2A (4 carbonos) e 2B (7
carbonos). Nossos resultados sugerem que atividade tripanocida observada é
dependente do tamanho minimo da cadeia lateral de 10 carbonos. Esse fato
pode ser explicado pelo carater lipofilico da molécula, caracterizando-se pela
maior permeabilidade a membrana do parasito dos compostos com longas
cadeias laterais alifaticas (Moura et al, 2001). A naftoquinona 1C apresentou
ainda uma maior atividade que 2C, sugerindo que a acao tripanocida deste
composto envolva a capacidade do anel piridina de mediar reacbes de oxi-
reducdo. Contudo, como o0s ensaios de Azul de Alamar revelaram
citotoxicidade dos compostos mais ativos (1C, 1B e 2C) para as células
hospedeiras, sendo necessaria a sintese de novos derivados que apresentem
caracteristicas hidrofébicas mas com menor toxicidade para as células de
mamiferos.

Dentro desta mesma linha de trabalho, nosso grupo vem investigando
atividade tripanocida de outros grupos de quinonas (Silva et al, 2006; Silva Jr et
al, 2008a,b, 2010, 2012; Ferreira et al, 2011), como por exemplo as
naftoquinonas triazolicas. Dentre os compostos testados, o derivado de nor-3-

lapachona NT que apresenta o grupamento 1,2,3 fenil-triazélico no anel

72



Discussao

quinoidal, foi o mais ativo sobre tripomastigotas de T. cruzi com valor de ICs/24
h =173 £ 2,0 uM (Silva Jr, et al, 2008b). Na auséncia de sangue murino, o
ICs50/24 h de NT foi 23,3 £ 2,8 uM, sendo semelhante ao valor obtido na
presenca de sangue. Entretanto, a incubacdo prévia do NT com a mesma
concentracédo de sangue por 2 h levou a um aumento significativo (ICs0/24 h =
33,7 + 4,8 uM) (dados ndo publicados), confirmando fenémeno ja relatado
anteriormente com outras naftoquinonas e pode ser explicado pela interacao de
naftoquinonas com proteinas séricas (Lopes et al, 1978). NT mostrou-se mais
ativo sobre as formas proliferativas do parasito, sendo a forma amastigota
intracelular mais sensivel, possivelmente devido a potencializacéo do efeito do
composto por propriedades microbicidas dos macroéfagos.

Acredita-se que os efeitos de naftoquinonas e derivados sobre o T. cruzi
sdo decorrentes da capacidade destas moléculas de gerar radicais livres, tendo
como principal alvo a mitocondria (Docampo et al, 1978a, Menna-Barreto et al,
2005, 2007 e 2009a). Nossos dados de citometria de fluxo demonstraram que o
A¥Ym néo foi afetado pelo tratamento com NT, assim como a producao de
EROs, confirmados pela auséncia de danos ultraestruturais na mitocéndria.
Anteriormente, foi demonstrado que naftopirano- e naftofuranoquinonas
induziam a producdo de EROs em T. cruzi, causando um aumento de danos
morfolégicos na mitocdndria (Docampo et al, 1978b; Menna-Barreto et al,
2009a,c). A analise por microscopia eletrbnica de transmissdo ainda apontou
outros alvos de NT como reservosomos, Golgi e membrana flagelar. O principal
efeito ultraestrutural desta naftoquinona foi o aparecimento de perfis de reticulo
endoplasmatico envolvendo estruturas subcelulares e organelas principalmente
reservosomos e a também recorrente formacdo de estruturas membranares
concéntricas no citosol, sdo caracteristicas comuns em processos autofagicos
(Uzcategui et al, 2007; Menna-Barreto et al, 2009a,b,c; Giordani et al, 2011). A
analise ultraestrutural sugere que a membrana que forma a estrutura pré-
autofagosomal (PAS) tenha origem da membrana do reticulo endoplasmatico
(Mari et al, 2011). No entanto, ndo pode ser descartada que a desorganizagcao
do Golgi causada pelo tratamento com NT pode estar relacionada a
participacdo desta organela na formacdo da PAS como ja proposto em

leveduras (van der Vaart & Reggiori, 2010).
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O tratamento com NT induziu o aumento do percentual de epimastigotas
marcados com MDC (marcador fluorescente de vacuolos autofagicos),
reforcando a hipotese da participacdo do processo autofagico no mecanismo
de acdo de NT. Estudos mostram drogas de diferentes classes disparam a via
autofagica em tripanosomatideos, particularmente naftoquinonas e derivados
sobre T. cruzi, gerando um aumento no numero de transcritos de ATG3, ATGA4,
ATG7 e ATG8 (Menna-Barreto et al, 2009b; Duskenzo et al, 2011). Menna-
Barreto e colaboradores (2009b) ainda observaram uma reversdo do efeito
tripanocida de derivados de [-lapachona quando pré-incubados com os
inibidores de autofagia wortmanina e 3-metiladenina, indicando um possivel
papel desta via no mecanismo de morte de epimastigotas e tripomastigotas
tratados com os compostos. Outros tripanosomatideos tratados com peptideos
antimicrobianos e rapamicina também apresentaram caracteristicas de
autofagia (Bera et al, 2003; Barquila et al, 2008), demonstrando aumento de
vacuolos autofagicos e alteracbes morfoldgicas tipicas, semelhantes as
discutidas no presente trabalho em T. cruzi apds o tratamento com NT.

A analise por microscopia eletrdnica de varredura demonstrou o
surgimento de mdltiplos flagelos em epimastigotas tratados com NT, sugerindo
um bloqueio da mitose. Para confirmar esta hipotese, ensaios de citometria de
fluxo foram realizados, demonstrando que NT induz uma significativa reducéo
no percentual de epimastigotas com DNA duplicado e assim, o efeito desta
naftoquinona ocorreria antes dos eventos de duplicacdo do material genético e
citocinese. O tratamento com drogas que afetam o citoesqueleto induziram
alteracdes similares (Jordan & Wilson, 1999; Menna-Barreto et al, 2009b). Em
T. brucei, o composto dihidroxiacetona leva ao bloqueio do ciclo celular e
aparecimento de caracteristicas morfologicas autofagicas (Uczategui et al,
2007). Com base nos resultados obtidos, a autofagia parece ser o principal
mecanismo de acdo de NT. Entretanto, a via autofagica também participa de
mecanismos de resposta a estresse de forma mais ampla, sobretudo o
nutricional. A andlise por microscopia eletronica de epimastigotas submetidos a
estresses nutricional e de pH apontou caracteristicas semelhantes as
observadas apds o tratamento com esta naftoquinona, nos estimulando a

investigar mais a fundo esta via.
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O ciclo de vida do T. cruzi envolve trés diferentes formas do parasito,
além de dois hospedeiros: vertebrado e invertebrado. Nesse contexto, o
protozoario é exposto a condi¢cdes fisico-quimicas extremas. No liumen do
intestino do vetor, inUmeros fatores de estresse podem atuar sobre o
epimastigota como a acédo de enzimas digestivas, variacdo de pH e escassez
nutricional. Essas condi¢cbes como a intensa oscilacdo de pH observada na
urina e fezes do triatomineo (Kollien et al, 2001), € crucial para o
desenvolvimento parasitario, bem como para a ocorréncia de processos como
a metaciclogénese. Portanto, o sucesso da infeccdo depende da capacidade
do epimastigota de sobreviver a estas condicbes, podendo a autofagia
representar um mecanismo importante nestas etapas da vida do parasito. Sob
ponto de vista biolégico, essa hipotese tem respaldo considerando-se que a
autofagia é um mecanismo constitutivo em todas as células eucariéticas e esta
associada a manutencdo da homeostase e sobrevivéncia em situacdes de
estresse, gerando substratos energéticos a partir da degradacdo de
macromoléculas e/ou estruturas subcelulares (Yamada & Singh, 2012; Morita &
Yoshimori, 2012).

Estudos anteriores demonstraram a diminuicdo do nimero de trofozoitos
de G. lamblia submetidos ao tratamento com a naftoquinona B-lapachona ou
estresse nutricional; tripomastigotas sanguineos de T. brucei tratados com
neuropeptideos; e ainda apdés a incubacdo de promastigotas de L.
amazonensis com elatol (Corréa et al, 2009; Delgado et al, 2009; Dos Santos et
al, 2010). A analise cinética da proliferacdo de epimastigotas em meio acido ou
basico causou uma reduc¢ao similar no nimero de parasitos, efeito semelhante
ao observado na auséncia de soro nas condi¢des de pH fisiologico.

Visando caracterizar fenotipicamente os epimastigotas sob estresse
(nutricional e de pH), foi empregada a técnica de citometria de fluxo.
Inicialmente, a analise da morfologia dos protozoarios na condicdo éacida
demonstrou o aparecimento de uma subpopulacdo caracterizada pela maior
granulosidade, sugerindo uma vacuolizacdo nos parasitos, fendbmeno esse ja
observado em outros tipos celulares apos a incubacdo com agentes indutores
de autofagia (Bera et al, 2003). A discreta marcacao de IP detectada em todas
as condi¢cOes estudadas indica a manutencdo da integridade da membrana
plasmatica, principal caracteristica de necrose. A avaliacdo por eletroforese
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demonstrou a auséncia de fragmentacdo do material genético, ndo sendo
detectado padrdao de bandeamento em escada ou arraste, indicativos de
apoptose-like e necrose, respectivamente (Zong & Thompson, 2006;
Khademvatan et al, 2011). Assim, nossos dados sugerem fortemente que outro
mecanismo de morte celular estq associado aos estresses nutricional e de pH
no T. cruzi.

Apés 96 h, os danos ultraestruturais mais comuns induzidos pelas
variacbes de pH e escassez de nutrientes foram: a formacdo de estruturas
membranares concéntricas no citosol e no interior de organelas como
reservosomos e mitocondria. Nas trés condigbes experimentais, a mitocondria
foi bastante afetada, estando dilatada e com as suas cristas desorganizadas. O
efeito direto sobre esta organela foi confirmado através da perda do A¥m
evidenciada pela marcacdo com TMRE. No entanto, esta reducdo na
intensidade de fluorescéncia do marcador ndo foi observada nos epimastigotas
submetidos a estresse nutricional. A producao de EROs foi avaliada através da
marcacdo com DHE e analise por citometria de fluxo, evidenciando um
aumento significativo no percentual de parasitos marcados apdés 96 h de
incubacdo em meio acido, basico ou 0% SFB. Estudos prévios em células
tumorais apontam a participacdo de espécies reativas de oxigénio na
sinalizacdo da via autofagica (revisto em Essick & Sam, 2010), sugerindo o
envolvimento deste aumento observado nos nossos dados na via. Entretanto,
esta hip6tese ainda precisa ser confirmada.

Durante a fosforilacdo oxidativa, o trafego de elétrons através da cadeia
transportadora mitocondrial gera uma diferenca de potencial eletroquimico
(A¥Ym), sendo o destino final do elétron, o oxigénio molecular ligado ao
complexo IV. Entretanto, o vazamento de elétrons da cadeia leva a formacéo
de espécies reativas como o anion superoéxido, peréxido de hidrogénio e radical
hidroxila, e ainda a uma redugdo do A¥WYm (Turrens, 2003). Dessa forma, o
aumento da produgdo de EROs e diminuigdo do A¥Ym observado nos parasitos
submetidos a estresse de pH podem estar associados ao dano mitocondrial,
sugerindo alteracao na fisiologia da organela. Interessantemente, a auséncia de
suplementacdo do meio LIT com SFB levou apenas a uma discreta geracao de

EROs em 96 h em comparacdo com o0s estresses acido e basico. Assim, &
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possivel que a auséncia de efeito no AYm durante a escassez de nutrientes
seja decorrente da intensidade do estresse empregado. Como previamente
descrito, a incubacg&o de epimastigotas na auséncia total de nutrientes permite
a obtencdo de um fendtipo mais intenso de autofagia, entretanto interfere
fortemente na viabilidade do parasito em tempos superiores a 16 h (Alvarez et
al, 2008a). A escolha por uma condicdo menos agressiva de estresse
possibilitou um estudo cinético mais amplo, apesar de experimentos adicionais
bioquimicos e moleculares serem necessarios para melhor caracterizar o efeito
da auséncia de nutrientes sobre a mitocondria.

O aparecimento de estruturas membranares concéntricas e a
vacuolizacdo citoplasmatica detectados em epimastigotas submetidos ao
estresse de pH ou nutricional sdo caracteristicas morfolégicas tipicas de
macroautofagia em células eucarioticas (Uczategui et al, 2007). No entanto,
ainda ndo se sabe ao certo a origem da PAS, sendo sugerido o reticulo
endoplasmatico e/ou o Golgi como fonte dessa membrana, justificando a
presenca de perfis dessas organelas envolvendo estruturas subcelulares
durante o processo autofagico (Mari et al, 2011). Nossos dados morfologicos
sugerem que a fonte da PAS no T. cruzi pode ser dependente da condi¢cdo na
qual o parasito esta exposto, tendo sido observado perfis de Golgi apenas em
meio acido. Estudos prévios por microscopia eletrdnica apontaram para o
envolvimento da autofagia durante a diferenciacdo de parasitos como
Leishmania sp e T. cruzi (Waller & McConville, 2002; Besteiro et al, 2007). O
aparecimento do fendtipo autofagico descrito nas condicdes de escassez
nutricional e estresse de pH foi reforcado através do aumento do percentual de
epimastigotas marcados com MDC por microscopia de fluorescéncia, indicando
a participagéo desta via como resposta ao estresse. Correlagdo similar entre o
perfil ultraestrutural de autofagia e marcacdo com MDC foi anteriormente
relatado em tripanosomatideos expostos a diferentes condicbes de estresse
como o tratamento com drogas (Jimenez et al, 2008; Menna-Barreto et al,
2009c¢).

Em relacdo aos tipos de autofagia, apenas a macroautofagia foi descrita
até o momento em protozoarios (Kiel, 2010; Duszenko et al, 2011). Apés a
inducdo de estresse nutricional, 0s epimastigotas apresentaram invaginacoes

nos reservosomos morfologicamente semelhantes as encontradas em
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situagcOes descritas como microautofagia em leveduras (Li et al, 2012). Durante
esse processo, 0 material citosolico é englobado pelo vacuolo ou lisosomo e é
degradado sem a formacao de autofagosomo. De acordo com a literatura atual,
0S reservosomos possuem caracteristicas acidas e enzimas proteoliticas
podendo ser considerados lisosomos-like (Porto-Carrero et al, 2000; Pereira et
al, 2011). Dessa forma, é plausivel que a presenca de invaginacfes nesta
organela possa estar associada a degradacdo de conteudo citoplasmatico.
Com base apenas nos nossos dados ultraestruturais, este é o primeiro relato de
microautofagia em protozoarios, sendo necessarios estudos bioquimicos mais
aprofundados, incluindo a descrigcdo das moléculas envolvidas.

Durante o ciclo do parasito, 0os epimastigotas encontram-se aderidos a
superficie do intestino dos triatomineos. Nesse microambiente, diferentes
modificacbes ocorrem nos reservosomos do protozoario como a sua
acidificacao, ativacdo de proteases e degradacdo de seu conteudo durante a
metaciclogénese (Urbina, 1994; Soares et al, 1999). Esse processo é
estimulado por diversos fatores como estresse nutricional, pH, osmolaridade e
componentes da hemolinfa (Kollien & Schaub, 2000), entretanto a resposta
desencadeada quando o parasito é submetido a situacfes de estresse ainda é
pouco entendido. Nossas condicbes experimentais tentaram refletir in vitro o
microambiente no qual o parasito esta inserido no vetor. Como ja mencionado
anteriormente, tanto nas variacées de pH quanto na auséncia de nutrientes,
observamos perfis de reticulo endoplasméatico envolvendo reservosomos,
indicativo de ativacao de autofagia.

A suposta macroautofagia desta organela pode ser um dos fatores
responsaveis pelo seu desaparecimento durante a diferenciagdo do parasito e
pelo provimento de substratos energéticos para sobrevivéncia durante periodos
de falta de nutrientes. Alvarez e colaboradores (2008a) mostraram que durante
a metaciclogénese hd um aumento na expressao de Atg8 (proteina importante
para a formacdo e expansao da PAS) em epimastigotas, seguida pela
diminuicdo desta molécula em tripomastigotas metaciclicos, correlacionando o
desaparecimento dos reservosomos ao processo autofagico.

A macroautofagia envolve um sistema autofagosomo-lisosomo e esta
relacionada a sustentacdo do balanco energético e reciclagem de estruturas

subcelulares mantendo a homeostase em condicdes fisiologicas e em situacdes
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de estresse. No entanto, uma exacerbacao da via causa desequilibrio, podendo
levar a morte da célula. Dessa forma, a autofagia parece desempenhar duas
funcbes bem distintas no T. cruzi: ora esta relacionada a sobrevida do
protozoario envolvida em mecanismos como a sua diferenciacdo (Alvarez et al,
2008a,b), ora participa diretamente da via de morte disparada pelo tratamento
com drogas, como no caso de parasitos incubados com derivados de
naftoquinonas (Menna-Barreto et al, 2009a,b). Neste ultimo caso, o0 ensaio de
reversao do efeito tripanocida através da utilizacao de inibidores farmacoldgicos
da via autofagica foi determinante para a correlacdo da autofagia com a morte
celular induzida pelos compostos.

Nossos dados mostraram que tanto o tratamento de epimastigotas com
NT quanto a inducdo de estresses de pH e escassez nutricional levaram ao
fenétipo de autofagia e uma diminuicdo do numero de parasitos. A ativacao
desta via gera como consequéncia a sobrevivéncia ou a morte celular,
entretanto a falta de ferramentas adequadas impede a caracterizacdo com
precisdo do papel citoprotetor ou citotoxico da autofagia nas diferentes

condicdes experimentais.
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1. A correlacdo da atividade in vitro sobre formas tripomastigotas de T. cruzi
com a estrutura das naftoquinonas indica associacdo entre esta

atividade e o tamanho da cadeia alifatica lateral (1B, 1C e 2C).

2. NT nao leva a alteracbes na mitocondria de epimastigotas de T. cruzi,
porém um processo autofagico parece estar envolvido com o
mecanismo de acdo deste composto devido ao aumento de vacuolos
autofagicos e ao aparecimento de perfis de reticulo endoplasmatico
envolvendo organelas, desorganizacdo do Golgi, e estruturas

membranares concéntricas no citosol.

3. A avaliacdo da integridade de membrana plasmética assim como a
auséncia de fragmentacdo de DNA permite excluir processos de
apoptose e necrose como principal mecanismo dos estresses induzidos

em epimastigotas de T. cruzi.

4. Epimastigotas mantidos em pH &cido ou basico apresentaram uma reducao
do A¥Ym e aumento da producéo de EROs. Ja os parasitos submetidos a
escassez nutricional aumentaram a producdo destas espécies reativas

apos 96 h de incubacéo.

5. Estas condi¢cdes de estresse induziram alteragbes ultraestruturais como:
(a)perfis de reticulo endoplasmatico e Golgi envolvendo organelas;
(b)aparecimento de estruturas membranares concéntricas no citosol e
no interior de organelas; (c) invaginacdo da membrana de

reservosomos, fenoétipos caracteristicos de autofagia.
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SUMMARY

Chagas’ disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, represents a serious health problem in Latin America, and the
available chemotherapy, which is based on 2 nitro-derivatives, is not satisfactory. In folk medicine, natural products
including naphthoquinones have been employed for the treatment of different parasitic diseases. In the pursuit of alternative
drugs for Chagas’ disease, we investigated the mechanism of action of the triazolic naphthoquinone ('I'N; 2,2-dimethyl-3-
(4-phenyl-1H-1,2 3-triazol-1-y1)-2,3-dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione), which is the most active compound against
T. cruzi trypomastigotes among a series of naphthofuranquinones. 'I'N was active against the 3 parasite forms producing a
dose-dependent inhibitory effect. In epimastigotes, T'N induced reservosome disruption, flagellar blebbing, Golgi
disorganization, the presence of cytosolic concentric membrane structures and abnormal multiflagellar parasites. The
treatment also led to the appearance of well-developed endoplasmic reticulum profiles surrounding organelles that
associated with an increase in monodansylcadaverine labelling, suggesting autophagy as part of the TN mechanism of
action. Interestingly, no ultrastructural damage was detected in the mitochondria of naphthoquinone-treated epimastigotes.
Flow cytometric analysis demonstrated an impairment of mitosis, an increase in ROS production and the maintenance of
mitochondrial membrane potential. 'I'N could be a good starting point in the investigation of a chemotherapeutic approach
for the treatment of Chagas’ disease.

Key words: Trypanosoma cruzi, chemotherapy, naphthoquinones, autophagy, mitosis, reactive oxvgen species.

INTRODUCTION proliferates and then transforms into a trypomasti-
gote, the T'. cruzi form that causes the infection.

T'. cruzi and other trypanosomatids present several
peculiar morphological and biochemical character-
istics, including the presence of a single mitochon-
drion equipped with a branched electron-transport
chain and the kinetoplast—a DNA-rich specialized
region — which is a hallmark of kinetoplastid protozoa
(Menna-Barreto et al. 2009a). Oxidative phosphory-
lation, which is localized in the inner membrane
of this organelle, represents a key checkpoint in the
redox balance since it is the main source of reactive
oxygen species (ROS) in the parasite. The partial
reduction of molecular oxygen to superoxide and its
subsequent dismutation to hydrogen peroxide, which
1s toxic to the protozoa, indicates that this organelle is
a promising target for drug intervention (Soeiro and
de Castro, 2011).

The development of an efficient chemotherapeutic
approach for Chagas’ disease poses a critical challenge
because the available drugs based on the nitro-
derivatives — nifurtimox and benznidazole —are far

Chagas’ disease, caused by the protozoan Trypano-
soma cruzt, represents a serious health problem in
Latin America (Rassi et al. 2010). This disease has
been recognized as an opportunistic disease in
human immunodeficiency virus (HIV)-infected
individuals (Vaidian et al. 2004) and is emerging in
non-endemic areas because of international immi-
gration (Schmunis, 2007). The life cvele of T. cruzi
involves a haematophagous triatomine insect, a
vertebrate host, and different parasitic forms.
Briefly, a bloodstream trypomastigote ingested by
the insect differentiates into an epimastigote, which
proliferates and, in the posterior intestine, differen-
tiates into the metacyclic form. This infective form
invades the vertebrate cell and undergoes differen-
tiation into an intracellular amastigote, which

* Corresponding author: Laboratério de Biologia Celular,
Instituto Oswaldo Cruz, Fundag¢io Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, R] 21040-360, Brazil. Fax: 0055212562 1432.
E-mail: rubemb@ioc.fiocruz.br

+ In Memorium. secondary side effects, have limited efhicacy against

from ideal. This is because they cause substantial

Parasitology (2012), 139, 26-36. © Cambridge University Press 2011
doi:10,1017/S0031182011001612
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different parasite isolates, need to be used in long-term
therapy, and show poor activity in the late chronic
phase (Soeiro and de Castro, 2009; Urbina, 2010).

In the last decade, there has been a growing interest
in the therapeutic use of natural products for the
treatment of parasitic diseases (Coura and de Castro,
2002); in folk medicine, plants containing naphtho-
quinones are often used in the treatment of various
diseases (Hazra et al. 2004). These bioactive quinones
are present in plants belonging to several botanical
families and structures are considered privileged
in medicinal chemistry because of their biological
activities and structural properties (Pinto and de
Castro, 2009; Salas et al. 2011). The fundamental
feature of quinones is the ease with which they are
reduced, which allows them to act as oxidizing or
dehydrogenating agents, and thus to generate ROS in
a variety of cells, including 7'. cruzi (Docampo et al.
1978; Menna-Barreto et al. 2009a).

The biological activity of the naphthoquinone
lapachol extracted from the heartwood of trees of
the genus Tabebuia (Bignoniaceae) and its cyclization
product, f-lapachone, have been intensively studied
(Pinto et al. 2007). Our laboratory has been in-
volved in the investigation of naphthoquinones
and semi-synthetic derivatives, being the potential
of naphthoimidazoles derived from the reaction of
naphthoquinones with amino-compounds as try-
panocidal agents as described (Pinto et al. 1997,
Neves-Pinto et al. 2000; Moura et al. 2001, 2004).

In our other studies on the chemical reactivity of
quinones, we focused on the search of naphtho-
furanquinoid compounds (Silva et al. 2006; Silva Jr.
et al. 2008a,b), and found that the most active
compound against the infective trypomastigote
form of T. cruzi was the triazole derivative TN
(2,2-dimethyl-3-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,
3-dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione) (Fig. 1).
In the present work, we extended our investigation
to the effect of T'N activity on epimastigotes and
amastigotes and the mechanism of action involved.

MATERIALS AND METHODS
Compound

TN (2,2-dimethyl-3-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-
v1)-2,3-dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione) was
synthesized by the reaction between 3-azido-nor-
p-lapachone and ethynylbenzene catalysed by Cu.
The key intermediate, azidoquinone, was generated
by nucleophilic substitution from 3-bromo-f-nor-
lapachone with sodium azide in dichloromethane, as
previously described (Silva Jr. et al. 2008b).

Parasite

All experiments were performed with the Y strain of
T. cruzi. The epimastigote forms were maintained

(o)
(o)
/
\/
(0]

Fig. 1. Chemical structure of the triazolic
naphthoquinone T'N obtained from nor-lapachol.

axenically at 28 °C, with weekly transfers into liver
infusion tryptose (LLI'T) medium and harvests during
the exponential growth phase. Bloodstream trypo-
mastigotes were obtained from infected albino Swiss
mice at the peak of parasitaemia by differential
centrifugation.

Direct effect of TN on 'T'. cruzi

Bloodstream trypomastigotes were resuspended at
a concentration of 10x10° cells/ml in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich Chemical
Co.) containing 10% fetal calf serum (DMES). This
suspension (100 1) was added to the same volume of
TN, previously prepared at twice the desired final
concentrations. The incubation was performed in
96-well microplates (Nunc Inc., Rochester, USA) at
4 °C for 24 h. The effect of T'N on the proliferation of
epimastigotes in LI'T medium was monitored during
4 days at 28 °C using 24-well plates (Nunc Inc.). Cell
counts were performed using the Neubauer chamber
and the activity of the compounds was expressed as
1C5, corresponding to the concentration that leads to
50% parasite lysis (trypomastigotes) or proliferation
inhibition (amastigotes and epimastigotes).

Effects of TN on intracellular amastigotes

Mice peritoneal macrophages were obtained from
Swiss mice and were plated into 24-well plates (Nunc
Inc.) at a density of 10° cells/well in DMES and
maintained at 37 °C. After 1 day, the cultures were
washed and infected with bloodstream trypomasti-
gotes (10:1 parasites to host cells). After 3h of
interaction, the non-internalized parasites were re-
moved by washing with PBS, and fresh DMES with
or without T'N was added to the cultures and changed
every 2 days. At specific times, the percentage of
infection and the number or parasites per 100 cells
were quantified using a Zeiss Axioplan microscope
(Oberkochen, Germany).
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Toxicity to mammalian cells

Non-infected macrophages cultured on 96-well
plates (Nunc Inc.) were treated with TN for 2 days,
and the toxicity was evaluated by performing a dve-
reduction assay (Mosmann, 1983). Briefly, the
cells were incubated with 0-5 mg/ml MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-v1)-2,5-diphenvltetrazolium bro-
mide) for 4 h at 37 °C, after which DMSO was added
to stop the reaction. The absorbance was read at

490 nm.

Transmisston and scanning electron microscopy analysts

Epimastigotes (3% 10° cells/ml) were treated with
3-9 um T'N for 24 h in LI'T medium at 28 °C. They
were then fixed with 2-5% glutaraldehyde in 0-1 m
Na-cacodylate buffer (pH 7-2) at room temperature
(25 °C) for 40 min and post-fixed with a solution of
1% Os0y, 0-8% potassium ferricyanide, and 2-5 mm
CaCl, in the same buffer for 20 min at 25°C. The
cells were dehydrated in an ascending acetone series
and embedded in PolvBed 812 resin. Ultrathin
sections were stained with uranyl acetate and lead
citrate; these sections were examined under a Jeol
JEMI1011 transmission electron microscope (Tokyo,
Japan). Alternativelv, the parasites were dried by the
critical-point method with CO,, mounted on alumi-
num stubs, coated with a 20-nm-thick gold layer,
and examined under a Jeol JSM6390LV scanning

electron microscope.

Flow cytometry analysis

To assess the mitochondrial membrane potential
(A¥m), epimastigotes treated with 1-:5-9-0 unm T'N for
24 h were incubated with 50 nM tetramethylrhoda-
mine (TMRE) (Molecular Probes, Carlsbad, USA)
for 15 min. Alterations in TMRE fluorescence were
quantified using an index of variation (IV) obtained
by the equation (MT—MC)/MC, where MT is
the median of Hluorescence for treated parasites, and
MC, that of control parasites. Negative IV values
correspond to depolarization of the mitochondrial
membrane. In the case of the negative control, 10 zom
carbonyl cyanide 4-(triluoromethoxy)phenylhydra-
zone (FCCP) (Sigma-Aldrich Chemical Co.) is
added, which dissipates the AWYm.

For cell cycle analysis, epimastigotes treated
with 1-5-6-0unm 'T'N for 24 h were permeabilized
with 0'1% saponin for 30 min followed by staining
with 30 xg/ml propidium iodide (PI) for 15 min, as
previously described (Menna-Barreto et al. 2007).
For the evaluation of ROS production, the parasites
treated with 3:0-9-0 gm TN for 24 h were labelled
with 10 gv dihydroethidium (DHE) or 5 gy Mitosox
Red (Molecular Probes) for 30 min; parasites treated
with 22punv antimyvein A (AA)  (Sigma-Aldrich
Chemical Co.) were used as positive control in all
experiments. The material was kept on ice until

28

analysis. Data acquisition and analysis were per-
formed using a FACSCalibur flow cytometer (Becton
Dickinson, CA, USA) equipped with the Cell Quest
software (Joseph Trotter, Scripps Research Institute,
La Jolla, USA). In total, 10 000 events were acquired
in the region previously established as that of the
parasites.

Fluorescence microscopy analysis

After treatment, the parasites were washed and
incubated with 100uM monodansyl cadaverine
(MDC) (Sigma-Aldrich) for 1h at 28°C. After
fixation paraformaldehvde (40 min/room
temperature), the analysis was performed in a

in 4%

Zeiss AxioObserver M1 microscope (Oberkochen,
Germany) to quantify the percentage of parasites that
were MDC +.

Statistical analysis

The Mann-Whitney test was used to compare the
control and treated groups. Differences with P < 0-05
were considered as statistically significant.

RESULTS

The treatment with T'N was effective against blood-
stream trypomastigotes, epimastigotes, and intra-
cellular amastigotes, with 1Csy/1 day in the range of
3-25um (Table 1). For trypomastigotes, 1C5,/24 h
was 23-322-8um in the absence of blood. The
proliferative forms of T'. cruzi were more suscep-
tible to T'N, having ICs(/24 h values of 5-2+1-1 v
and 7:6X0-6 um for amastigotes and epimasti-
gotes, respectively (T'able 1 and Fig. 2a,b). A dose-
dependent  inhibitory effect on  epimastigotes
(Fig. 2a) and a marked decrease of 81% in the number
of infected peritoneal macrophages after 4 days of
treatment (Fig. 2b) were observed. MTT exper-
iments showed no damage to the host cells treated
with 2 times the highest concentration of T'N used in
assays with infected cells (data not shown).

The ultrastructural effects of T'N on epimastigotes
after 24 h were analysed at concentrations below the
ICs value (Table 1). Transmission electron micro-
scopy analysis revealed that untreated parasites
showed normal ultrastructural morphology of organ-
elles such as the mitochondrion, nucleus, kineto-
plasts, and reservosomes (FFig. 3). The treatment of
epimastigotes with 3 and 6 v TN (Figs 4 and 5) led
to the appearance of well-developed endoplasmic
reticulum profiles surrounding different subcellular
structures, especially reservosomes. This finding
suggests close contact between the membranes of
both structures and also an intense disorganization in
the reservosome morphology, including membrane
disruption. Blebbing of the flagellar membrane,
strong disorganization in the Golgi complex
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Table 1. 1Csq values expressed in um for the effect of TN on different
forms of Trypanosoma cruzi
Trypomastigotes
Day! 0% blood 5% blood Epimastigotes Amastigotes
1 23-3+2-87 17-3+2-0° 76106 52+1-11
2 — — 53115 2:310-4
3 — — 54516 14403
4 — — 47124 2:9+0-8
! Days of treatment.
? Mean * standard deviation of at least 3 independent experiments.
7 (Silva Jr. et al. 2008a).
* Based on number of parasites per 100 macrophages.
a epimastigotes characterized by the appearance
5000 of bizarre multiflagellar forms and abnormal mor-
Zhamt phology during parasite division (Fig. 7¢—g). A semi-
T 4000 :::::: quantitative analysis was also performed, whereby
g P approximately 80% of treated parasites were found to
@ R0 —e— 3.8 M TN have aberrant morphology and around 40% presented
s bizarre multiple flagella (data not shown).
B 200 The A¥Ym was assessed by TMRE labelling
" monitored by How cytometry. 'T'N at concentrations
1000 ranging from 1-5 to 6 gM induced no variation in
a fluorescence intensity, while at a concentration of
0 1 2 3 4 9 i, it produced a 28% decrease in the AYm com-
days of treatmant pared to the AWYm in control parasites. The percen-
tage of epimastigotes labelled by this probe was
b 100 similar in untreated and treated parasites ("T'able 2).
= control Incubation of the cells with 10 v FCCP dissipated
o :2‘: :: the AYm and consequently decreased the extent of
£ e TMRE labelling. TN-treated epimastigotes were
'§ also labelled with PI for the evaluation of the cell
E cycle. This treatment led to a significant decrease in
® the percentage of parasites with duplicated DNA
(Fig. 8), corresponding to an inhibition in the range
of 27-52%. Further, at a concentration of 6 un, TN

1 2 3 4

days of treatment

Fig. 2. Effect of TN on the proliferation of Trypanosoma
cruzi. (a) Epimastigotes; (b) intracellular amastigotes. The
graphs show the mean and standard variation in 1 of 3
independent experiments, performed in duplicate.

cisternae, and the presence of cytosolic concentric
membrane structures were other frequent alterations
induced by TN. Fluorescence microscopy revealed
an increase of MDC-labelling in treated epimasti-
gotes up to 30% MDC + parasites (I'ig. 6). Further,
the mitochondria of treated parasites did not appear
to be damaged (Figs 4 and 5). Treatment with a high
concentration of 9 unm T'N led to severe morphological
alterations in the protozoa, indicating the lysis of
parasites (data not shown). Examination using
scanning electron microscopy showed the typical
clongated body morphology (Fig. 7ab). TN
(3 and 6 mmM) induced remarkable alterations in

induced a 10% increase in the percentage of inter-
phasic DNA. The percentage of epimastigotes with
fragmented DNA was similar to that of control and
treated parasites. ROS production was also measured
by DHE or Mitosox Red labelling (Fig. 9). T'N in the
concentration range 3 to 9uM led to an increase in
the percentage of DHE-positive and Mitosox Red-
positive epimastigotes, reaching 23-1% (Fig. 9a) and
3-2% (Fig. 9b), respectively. The positive control
with AA led to a strong increase in the labelling of
both markers.

DISCUSSION

Drugs (agents) containing a triazole nucleus or
a cyclic dienone moiety have been reported to dis-
play a variety of independent biological activities,
such as microbicidal, anti-viral, anti-cancer and anti-
inflammatory (Holla ef al. 2005; Ferreira et al. 2007;
Abdel-Rahman et al. 2009). The design of triazolic
naphthofuranquinones (Silva Jr. et al. 2008a) was
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Fig. 3. Transmission electron microscopy analysis of Trypanosoma cruzi epimastigotes. Untreated parasites present
typical morphology of the mitochondrion (M), nucleus (N), kinetoplast (K), and reservosomes (R). Scale bar=1 um.

based on a molecular hybridization approach
(Viegas-Jr. et al. 2007). In order to enhance the
pharmacological activity of the naphthoquinoid
compound, nor-f-lapachone-based 1,2,3-triazole
was prepared by the insertion of the pharmacophoric
group 1,2,3-triazole phenyl substituted in the C-ring
of the quinone (Silva Jr. et al. 2008b). Previous
studies with 7. cruzi trypomastigotes indicated that
T'N was the most active 1,2,3-triazolic naphthofur-
anquinone among a series of nor-f#-lapachone deriva-
tives, and such behaviour was attributed to its higher
lipophilic character (Silva Jr. et al. 2008a). On
comparing a high number of naphthoquinones, we
observed that the presence of an aliphatic side chain
leads to higher activity, possibly associated with an
increase in lipophilicity and, consequently, better
penetration of the compound through the plasma
membrane of the parasite (Moura et al. 2001).
Because of high TN activity against trypomasti-
gote forms (IC50/24h of 17:3£2:0unm at 4°C and
in the presence of 5% mouse blood) (Silva Jr. et al.
2008a), this triazolic naphthofuranquinone was
selected for further analysis. In the absence of blood
(only in the culture medium), the I1C5,/24 h value was
23-3+£2-8 v, suggesting a clear reduction in the
trypanocidal effect induced by blood addition. Such a
reduction has already been reported for f-lapachone
and other naphthoquinones, and can be explained
by the interaction of naphthoquinones with serum

proteins, which reduces the amount of free com-
pounds (Lopes et al. 1978). 'T'N showed higher
activity against the proliferative forms of 7. cruzi,
with ICs5(/24 h values at 76 £0-6 um and 52+ 1-1 pm
in  epimastigotes and amastigotes, respectively.
The most susceptible form of the parasite was the
intracellular amastigote which indicates that the
trypanocidal effect of naphthoquinone could be
potentialized by the microbicidal properties of
macrophages.

In order to identify potential targets of TN in
T. cruzi, electron microscopy and flow cytometry
analysis of treated epimastigotes were performed.
Interestingly, there was no morphological damage in
the mitochondrion or loss of AYm after treatment
with 3 and 6 gy TN — concentrations below the 1Cs
value. Previous studies have reported this organelle
to be the main target of f-lapachone and naphtho-
imidazole derivatives of this quinone and also of
naphthofuranquinones derived from C-allyl lawsone
(Docampo et al. 1978; Menna-Barreto et al. 2005,
2007, 2009a). The presence of the triazolic moiety led
to an alteration in structural configuration and ROS
production, thus reducing the availability of TN
inside the mitochondrion and consequently leading to
damage in other structures in the parasite. The treat-
ment with T'N also led to reservosome disruption,
strong disorganization in Golgi cisternae, and the
development of membrane blebs in the flagellum.
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Fig. 4. Transmission electron microscopy analysis of Trypanosoma cruzi epimastigotes treated with 3 gn T'N.

(a,b) Parasites showing well-developed endoplasmic reticulum (ER) profiles surrounding the reservosomes (R) (white
arrowheads). The treatment also caused (c—e) intensive disorganization in the reservosome (R) morphology (black star)
with loss of membrane integrity (black arrowheads), blebs in the flagellar membrane (black thick arrow), severe Golgi
complex disruption (black arrows), and the formation of concentric membrane structures in the cytosol (asterisk).

Scale bars=1 pum.
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Fig. 5. Transmission electron microscopy analysis of Trypanosoma cruzi epimastigotes treated with 6 gnx T'N.
(a—c) This dose of the naphthoquinone also led to the appearance of well-developed endoplasmic reticulum
(ER) profiles surrounding the reservosomes (R), as well as a severe disruption of this organelle (black star).
Scale bars=1 yum.
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Fig. 6. Fluorescence microscopy analysis of MDC
labelling in T'N-treated Trypanosoma cruzi epimastigotes.
The treatment with TN induced an increase in the
number of parasites containing autophagic vacuoles.
The graphs show the mean and standard variation of
3 independent experiments. Asterisks represent the
significant difference in relation to the control (P<0-009).

The most common phenotype observed in TN-
treated epimastigotes was autophagy as demonstrated
by the well-developed endoplasmic reticulum pro-
files surrounding reservosomes, close contact be-
tween the membranes of 2 organelles, and the
presence of cytosolic concentric membrane struc-
tures. Autophagy involving the autophagosomal-
lysosomal system is crucial for maintaining the
metabolic balance by the recycling of cellular struc-
tures; however, its deregulation leads to death
(Reggiori and Klionsky, 2002). In T. cruzi, 2
ubiquitin-like conjugation systems were present,
being the orthologues of the ATG8-ATG7-ATG3
system previously detected in 7. e¢ruzi (Brennand
et al. 2011; Duszenko et al. 2011).

Brennand and colleagues (2011) also suggested that
differences in catabolic and biosynthetic capacities
of the trypanosomatids occurred between life-cycle
stages, leading to the morphological changes and
metabolic adaptations. Such events depend on the
increase in turnover of structural and enzymatic
constituents of the parasites (Duszenko et al. 2011).
In T. brucei, ultrastructural studies pointed to the
involvement of autophagy during differentiation of
the parasites (Vickerman and Tetley, 1977). The
importance of the autophagic process during differ-
entiation was suggested in Leishmania species (Waller
and McConville, 2002) and T'. cruzt, as demonstrated
bv the participation of reservosomes (Sant’anna et al.
2008). The strong alterations observed in these
organelles suggested the autophagic process as a
part of the T'N mechanism of action in epimastigotes.
Several classes of drugs have been shown to in-
duce autophagy in trypanosomatids, in particular
naphthoquinones and derivatives in 7. cruszi, in
which an increase in the number of AT'G transcripts
and specific inhibition of the process were detected
(Menna-Barreto et al. 20096, ¢; Duszenko et al. 2011).
Anti-microbial peptides and rapamyvcin induced
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autophagy in L. donovani and T. brucei (Bera et al.
2003; Denninger et al. 2008), respectively, showing
an increase in the number of autophagic vacuoles
(MDC labelled) and the appearance of typical
morphological characteristics, such as those observed
after treatment with T'N. The increase in the MDC
fluorescence in treated epimastigotes also suggests the
participation of autophagy in the TN mechanism of
action. Our ultrastructural data suggested that the
endoplasmic reticulum provided membrane for the
formation of the pre-autophagosomal structure, as
previously reported (Klionsky et al. 2003).

Scanning electron microscopy demonstrated that
T'N induced the appearance of multiflagellar epi-
mastigotes; this suggests the blockage of mitosis by
I'N, which has already been described for epimasti-
gotes after treatment with agents that affect the
cytoskeleton (Jordan and Wilson, 1999; Menna-
Barreto et al. 2009b). To confirm this hypothesis,
flow cytometry assays of the cell cycle were performed
in parasites after treatment with the same TN
concentrations used in the ultrastructural analysis.
T'N induced a significant reduction in the percentage
of epimastigotes with duplicated DNA; this indicates
that the event triggered by this naphthoquinone
occurs before the duplication of genetic material,
and hence before the impairment of cytokinesis. In
T. brucei, the compound dihydroxvacetone also led
to cell cycle arrestment and to the appearance of
morphological autophagic features (Uzcategui et al.
2007). Indeed, further experiments must be per-
formed in order to evaluate the cross-link between
these two effects of T'N.

The T. is an organelle
implicated in both ATP synthesis and redox homeo-
stasis, since it is the main source of ROS in the

cruzi mitochondrion

parasite. In trypanosomatids, the lack of detoxifi-
cation of ROS and reactive nitrogen species makes
this organelle an extraordinary drug target (Soeiro
and de Castro, 2009). It 1s well established that the
mechanism of action of naphthoquinones involves
ROS generation including
T. cruzi (Docampo et al. 1978; Menna-Barreto
et al. 2009a). We evaluated ROS production in
epimastigotes after treatment with TN by flow
cytometry using the following 2 fluorescent probes:
DHE, which is commonly emploved in cardiovas-
cular research for intracellular detection of ROS,
(Dikalov et al. 2007) and Mitosox Red, a specific
marker of mitochondrial ROS, widely used to
measure ROS production inside this organelle after
oxidative stress stimuli (Robinson et al. 2008). TN
treatment induced a clear increase in the number of
cells generating ROS, as shown by the results of flow

in different models,

cytometry performed using both probes. The ultra-
structural analysis pointed to cytosolic but not
mitochondrial damage, thus supporting the flow
cytometry data. Previously, it was shown that both
naphthopyran and naphthofuranquinones induced
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Fig. 7. Scanning electron microscopy analysis of Trypanosoma cruzi epimastigotes treated with 'I'N. (a,b) Control
parasites presenting typical body morphology during mitosis (thick arrows). Treatment with (c—e) 3 zv and (f,g) 6 v
TN led to the appearance of bizarre epimastigotes with multiple flagella (arrowheads), abnormal parasite morphology
during cytokinesis (stars), and strong alterations in shape (asterisks). Scale bars =5 um.
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Table 2. Flow cytometry analysis of mitochondrial
membrane potential in Trypanosoma cruzi
epimastigotes by T'MRE labelling

% TMRE +

parasites Median !
Control 98-1+ (57 22-5+3-4 0-00
Control + 2:2+2:6 34t1.2% —0-85

10 1 FCCP

1-5 0 TN 98-8 +0-3 25:7%56 0-14
3-0um 'T'N 98-51+0-8 23-611-8 0-07
6-0 g0 TN 97-6+1-6 21-6%1-1 —0-03
9-0 g3 'T'N 964+ 1-8 16-:3£3-3% —0-28

U IV=(MT - MC)/MC, where MT corresponds to the
median fluorescence for treated parasites, and MC corre-
sponds to that of control parasites.

2 Mean tstandard deviation of 3 independent exper-
iments. Asterisks indicate significant differences in relation
to the control group (P <0-01).

100
® fragmented DNA
® interphasic DNA
O duplicated DNA
75 o
R 50
* [ *
25 E
0

control 1.5uM TN 3.0uMTN 6.0 M TN

Fig. 8. Flow cytometry analysis of the cell cycle in
I'N-treated Trvpanosoma cruzi epimastigotes. 'I'he
saponin-permeabilized parasites were labelled with PI for
evaluation. T'reatment with the quinone led to a decrease
in the percentage of duplicated DNA epimastigotes. The
graphs show the mean and standard variation of

3 independent experiments. Asterisks represent the
significant difference in relation to the control (P <0-05).

ROS production in 7. ¢ruzi and caused extensive
morphological damage in the mitochondrion
(Docampo et al. 1978; Menna-Barreto et al. 2009a).
Interestingly, T'N led to an increase in ROS levels
through a mitochondrion-independent pathway,
evidenced by the lack of morphological and A¥Ym
alterations in this organelle after the treatment.
Despite the high amounts of trypanothione in
epimastigotes (Irigoin et al. 2008), the oxidative
stress triggered by TN probably plays a role in the
trypanocidal activity of this compound and must be
further investigated.

Our data exclude the possibility of the mito-
chondrion being a TN target; this triazolic naphtho-
furanquinone displays a mechanism of action
different from those of other studied naphthoqui-
nones. The trypanocidal action of TN involves
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Fig. 9. Flow cytometry analysis of ROS production

in T'N-treated Trypanosoma crusi epimastigotes.

ROS measurement was performed by (a) DHE and

(b) Mitosox Red labelling. T'reatment with 'I'N induced
an increase in the number of parasites producing ROS.
As a positive control, 22 unt AA was used. The graphs
show the mean and standard variation in 1 of 3
independent experiments. Asterisks represent

the significant difference in relation to the control
(P<0:05).

autophagy, especially of reservosomes, mitosis block-
age, and ROS generation that culminates in parasite
death. Finally, hybrid molecules obtained from
quinones and triazoles lead to an increase in the
redox properties of quinones and represent an
excellent starting point for the development of new
candidates for a chemotherapeutic approach for
treating Chagas’ disease.
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