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PIRES NETO, Divar Fernandes. Estudo da atividade bioldgica de adutos Morita-Baylis-
Hillman sobre Trypanosoma cruzi. 2013. Dissertacdo (Mestrado Académico em Salde
Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2013.

RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, consiste
em um grave problema de saude publica na América Latina, com cerca de 7 a 8 milhdes de
pessoas infectadas. O benznidazol é atualmente o unico farmaco disponivel para o tratamento,
apresentando boa atividade na fase aguda, mas com eficécia questionada na fase crénica, além
de apresentar severos efeitos colaterais e longo periodo de tratamento. Tendo em vista a sua
facil sintese e baixo custo, adutos aromaticos oriundos da reacdo Morita-Baylis-Hillman tém
sido considerados promissores como quimioterapicos. Neste sentido, foi avaliada a atividade
tripanocida e citotoxica de seis adutos Morita-Baylis-Hillman. Para analisar possiveis efeitos
dos adutos sobre estruturas especificas do protozoario foi utilizado a microscopia confocal a
laser, através da marcacdo com Rodamina 123, MitoSOX", Laranja de Acridina e Kit
Live/Dead®. As alteracbes morfolégicas em parasitas submetidos ao tratamento foram
acompanhadas por microscopia eletronica de transmissdo. Nossos resultados mostraram que
todos os compostos foram capazes de inibir o crescimento de formas epimastigotas e
causaram uma diminuicdo da viabilidade em formas tripomastigotas, apresentando uma
moderada citotoxicidade para células de mamiferos. Os adutos MBH1, MBH2, MBH5 e
MBH7 também foram efetivos em inibir a infecgdo de macrofagos e diminuir a viabilidade
das formas amastigotas. Os compostos nao foram capazes de alterar os niveis de producao do
oxido nitrico em macréfagos. Analises pela microscopia confocal e microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) apontam a mitocondria como principal alvo intracelular destes compostos.
AlteracGes compativeis com a perda da viabilidade e morte celular por necrose e autofagia
foram observadas por MET. Os resultados obtidos neste trabalho colocam os adutos Morita-
Baylis-Hillman em evidéncia como agentes promissores para o tratamento da tripanossomiase
americana.

Palavras-chave: 1. Biologia Celular 2. Trypanosoma cruzi - ultraestrutura 3. Trypanosoma
cruzi — efeito de drogas 4. Tripanossomicidas — farmacologia 5. Acrilonitrila - farmacologia



PIRES NETO, Divar Fernandes. Study of the biological activity of Morita-Baylis-Hillman
adducts against Trypanosoma cruzi. 2013. Thesis (Master Degree of Public Health
Program) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2013.

ABSTRACT

Chagas disease, caused by hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi, is a major public
health concern in Latin America, with about 7-8 million people infected. The benznidazole is
the only currently available drug for treatment, showing good activity in the acute phase, but
with efficacy questioned in the chronic phase, presenting severe side effects and longer
treatment period. Because of their easy synthesis and low cost, aromatic adducts from the
Morita-Baylis-Hillman reaction, have been considered promising as chemotherapeutic agents.
In this sense, we evaluated the tripanocidal and cytotoxic activities of six Morita-Baylis-Hillman
adducts. Confocal microscopy analysis was performed to analyze the possible effects of
adducts on parasite-specific structures by using Rhodamine 123, MitoSOX'", Acridine
Orange and Live/Dead Kit® stainings. The morphological changes of parasites submitted to
treatment were followed by transmission electron microscopy. Our results showed that all
compounds inhibited the growth of epimastigote forms and caused a decrease in the viability
of trypomastigote forms, showing a moderate cytotoxicity to mammalian cells. The adducts
MBH1, MBH2, MBH5 and MBH7 were also effective in inhibit macrophage infection and
replication of intracellular amastigote. The compounds were not capable of change the levels
of NO production in macrophage. The analysis of confocal microscopy and transmission
electron microscopy indicate the parasite mitochondrion as the main intracellular target of
these compounds. Changes consistent with loss of viability and cell death by necrosis and
autophagy were also observed by electron microscopy and confocal microscopy. These results
of this study point towards the Morita-Baylis-Hillman adducts in evidence as promising
agents for the treatment of American trypanosomiasis.

Keywords: 1. Cell Biology 2. Trypanosoma cruzi — ultrastructure 3. Trypanosoma cruzi —
drugs effect 4. Trypanocidal agents - pharmacology 5. Acrylonitrile - pharmacology
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

Em 1908, o médico sanitarista Carlos Chagas, designado para coordenar uma
campanha em prol da erradicacdo da malaria no municipio de Sdo Gongalo das Tabocas
(Minas Gerais), fez a descoberta de uma nova doenca: a tripanossomiase americana, também
conhecida como doenca de Chagas. Este achado representou ndo s6 um avango no campo da
medicina tropical, como também apontava para uma preocupante situacdo social e sanitaria da
época (CHAGAS, 1909). Nas moradias onde ocorria a manifestacdo de uma doenca até entdo
desconhecida, Chagas identificou a presenca de insetos hematdfagos, que apresentavam
habitos noturnos, habitavam residéncias locais e picavam preferencialmente a face dos
residentes. Posteriormente, foi identificado no intestino destes insetos um protozoario
hemoflagelado que recebeu o nome de Trypanosoma cruzi (BRENER; ANDRADE;
BARRAL-NETTO, 2000; COUTINHO; DIAS, 1999).

Diante deste achado, Chagas reforcou sua hipdtese sobre a relagdo entre o parasito e a
doenca, ratificando-a no ano seguinte quando observou protozoarios na amostra sanguinea de
uma crianca febril. Embora sua descoberta tenha sido alvo de questionamentos por parte da
comunidade cientifica da época (COUTINHO; DIAS, 1999), este trabalho teve um impacto
decisivo na carreira cientifica de Chagas, recebendo um status respeitavel na area cientifica
por descrever o parasita, seu ciclo biologico, vetores e reservatdrios, bem como a
epidemiologia, a clinica e a patologia da doenca (GARCIA, 2009).

Anterior aos estudos de Carlos Chagas, Charles Darwin j& havia relatado sintomas
semelhantes aos apresentados na doenca de Chagas, além de descrever o contato com insetos
triatomineos, durante uma expedicdo pela América do Sul em 1835 (BERNSTEIN, 1984;
RASSI Jr. et al, 2010). Apesar das especulacdes de que Charles Darwin tenha convivido com
sintomas da doenca, relatos historicos tém demonstrado que a tripanossomiase americana €
uma enfermidade que acomete seres humanos ha milhares de anos. Através de estudos
paleoparasitolégicos observou-se a presenca de moléculas de DNA do parasito em mdmias
datadas de 9000 anos atrés e localizadas em paises como Chile e Peru, sendo a infeccdo
humana causada possivelmente pela invasdo do nicho ecoldgico dos insetos transmissores por
povos ndmades (AUFDERHEIDE et al., 2004; COURA; VINAS, 2010).

Apo6s mais de um século do seu descobrimento, a doenca de Chagas ainda persiste

como um grave problema de saude publica. Reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude
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(OMS) como uma das treze maiores doencas tropicais negligenciadas, apresenta uma
estimativa de 7-8 milhdes de pessoas infectadas, com 75 a 90 milhGes sob potencial risco de
infeccdo e mais de 10 mil mortes/ano (COURA; DIAS, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2013; RASSI Jr. et al., 2010).

Considerada uma enfermidade tipicamente rural, a doenca de Chagas tem apresentado
um crescente perfil urbano, resultado do fenémeno da migracdo rural (LANA; TAFURI,
2005). E uma doenca que apresenta uma distribuicdo geografica limitada, principalmente ao
continente americano, com um carater endémico em 18 paises da América Latina, devido a
distribuicdo do inseto vetor. O surgimento de casos em paises ndo endémicos, como nos
Estados Unidos, Canad4, Australia e paises europeus séo relatados devido a outras formas de
transmisséo e 0 aumento da imigracdo para estas areas (Figura 1), aumentando a preocupacgéo
dos governos no sentido do seu controle, prevencdo e tratamento (ROCHA; TEIXEIRA;
RIBEIRO, 2007).

Figura 1 - Distribuigdo de individuos infectados no mundo
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Fonte: Adaptado de Rassi Jr. et al. (2010).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, predominam casos decorrentes de
infeccbes adquiridas no passado, apresentando trés milhdes de individuos infectados. Novos
casos sdo observados em diferentes estados (Bahia, Ceara, Piaui, Santa Catarina, Sdo Paulo),
com maior frequéncia nos estados da Amazonia Legal (Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso,
Amapa, Para, Tocantins) (Figura 2) (BRASIL, 2010).
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Figura 2 - Novos Casos da Doenca de Chagas Aguda no Brasil durante o periodo de 2000 a 2011.
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Fonte: Brasil, 2012.

1.2 Tripanossomiase Americana: Transmissao

A transmissdo vetorial, através de insetos triatomineos hematéfagos conhecidos
popularmente como barbeiros, correspondem ao principal mecanismo de transmissdo do
Trypanosoma cruzi aos hospedeiros humanos e outros mamiferos, com uma incidéncia de
80% dos casos (ARAS et al., 2003). Apresentando mais de 130 espécies descritas, apenas
algumas espécies de triatomineos, dos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus tem
importancia epidemiol6gica como vetores competentes para a infec¢cdo humana. Dentre as 52
espécies de triatomineos descritas no territorio brasileiro, 27 sdo encontradas no Nordeste
brasileiro, com predominio de P. megistus, T. infestans, T. brasiliensis e T. pseudomaculata,
importantes na transmissdo da doenca de Chagas. Apesar dos relatos de interrupcdo da
transmissdo pelo Triatoma infestans, ndo houve a sua erradicacdo do inseto e sim a
eliminagéo de sua infestacdo domiciliar (COURA; DIAS et al., 2000, 2009; GALVAO et al.,
2003; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005; RASSI Jr et al , 2010).
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Figura 3 - Principais vetores da doenca de Chagas no Brasil

A

Fonte: Adaptado de Oliveira e Conduro (2004).
Legenda: (A) Triatoma infestans (B) Rhodinius sp. (C) Panstrongylus sp.

Além da transmissdo vetorial, outros meios ocupam um papel importante na
disseminacédo da doenca, como a via transfusional e a via oral. A transmissao transfusional foi
considerada a principal forma de transmissdo na década de setenta, com aproximadamente 20
mil novos casos anuais apenas no Brasil, devido a alta prevaléncia de individuos chagéasicos
nos centro urbanos e a inexisténcia de programas de controle naquela época, ainda sendo
considerado o principal mecanismo de transmissdo em paises ndo endémicos (MORAES-
SOUZA, FERREIRA-SILVA, 2011). Ja a transmissdo oral tem sido identificada através de
relatos recentes de surtos de infeccdo pela ingestdo de alimentos contaminados como o acai e
caldo de cana, resultando em uma infeccdo parasitaria macica com altas taxas de mortalidade
(PEREIRA et al., 2009; TOSO ; VIAL; GALANTI, 2011).

Outras possibilidades de transmissdo, embora menos frequentes, também podem
ocorrer, como: transplacentéaria, por transplante de érgdos e acidentes laboratoriais (DIAS;
SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002; LANA; TAFURI, 2005).

1.3 Aspectos clinicos da doenca

A tripanossomiase americana apresenta duas fases bem caracteristicas e distintas:
aguda e crénica. A fase aguda se inicia logo apos a infeccdo, com manifesta¢fes clinicas
surgindo apds 6 a 10 dias e com duracdo de 4 a 8 semanas. No local da picada do inseto,
desenvolve-se um edema que caracteriza um sinal tipico da infeccdo: o sinal de Romafia,
quando a picada ocorre na mucosa conjuntiva, causando um edema bi-palpebral e unilateral; e

0 chagoma de inoculacdo, quando ocorre em qualquer outra regido da pele, resultando em
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lesBes cuténeas eritematosas e endurecidas (RASSI et al., 2010). Além do mais, a doencga
pode apresentar uma sintomatologia atenuada e com tragos tipicos de outras enfermidades,
como cefaleia, mal-estar, anemia, anorexia, astenia e hipdxia. Porém, na maioria das vezes a
fase aguda é oligossintomatica, apresentando febre e uma reduzida resposta celular a
antigenos de T. cruzi. A sintomatologia manifesta-se geralmente em individuos jovens,
sobretudo nos primeiros anos de vida, podendo ser observadas sérias complicacGes
neuroldgicas (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETTO, 2000; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2005; REY, 2002).

Na auséncia de um tratamento adequado, a mortalidade ocorre em cerca de 5 — 10%
dos casos sintomaticos devido a uma miocardite ou meningoencefalite grave (PINTO et al.,
2009). Cerca de 60 - 70% dos pacientes infectados podem evoluir para uma fase crénica
indeterminada da doenca caracterizada por auséncia de sintomatologia, com
eletrocardiograma e exames radiolégicos normais, embora uma positividade para exames
sorologicos seja identificada. Cerca de 30 — 40% dos pacientes infectados com T. cruzi que
ndo receberam tratamento adequado desenvolvem a fase cronica determinada, que se
caracteriza por lesbes irreversiveis que podem aparecer até 30 anos pds-infeccdo em Orgaos
como o coragao, célon e esdéfago (COURA; CASTRO, 2002; PRATA, 2001).

A cardiopatia chagéasica, associada a insuficiéncia cardiaca, arritmias e
tromboembolismo periférico (Figura 4A) é a manifestacdo clinica mais severa e mais
frequente da doenca de Chagas, acometendo aproximadamente 20-30% dos casos. Em 10%
dos casos, os pacientes desenvolvem a forma digestiva, apresentando alteracdes hipertroficas
no es6fago (megaesdfago) e colon intestinal (megacdlon) (Figuras 4B e 4C) que levam a
problemas como dificuldade de degluticdo, regurgitacdo e falta de controle muscular no érgédo
afetado. A forma mista é caracterizada pelo comprometimento cardiaco e digestivo
concomitantemente (CAROD-ARTAL; GASCON, 2010; LANA; TAFURI, 2005;
MACHADO et al., 2012).
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Figura 4 - Achados clinicos da fase cronica da doenca de Chagas

C

Fonte: Adaptado de Rassi Jr. et al. (2010).

Legenda: (A) Cardiopatia Chagasica (B) Esofago hipertrofiado (C) Hipertrofia no célon intestinal.

Em cada fase da infeccdo, a resposta imune especifica, celular e/ou humoral, reduz a
carga parasitaria, auxiliando na defesa do organismo. Entretanto quando essa resposta €
exacerbada, acaba sendo responsavel por muitas das manifestacdes clinicas observadas.
(BRODSKYN; BARRAL-NETTO, 2000).

1.4  Diagnéstico

O grande desafio no diagnostico da doenca de Chagas esta no desenvolvimento de um
teste diagnostico rapido com alta sensibilidade, especificidade e estabilidade para o trabalho
em campo e para 0s bancos de sangue, nas diferentes areas geograficas onde se encontram
diferentes cepas e clones (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012)

O diagndstico da doenca de Chagas deve ser apoiado pela epidemiologia e clinica e
confirmado através dos exames laboratoriais, sendo estes realizados por meio da busca do
parasito ou pela presenca de anticorpos no soro, de acordo com a fase de infec¢do. Durante a
fase aguda da doenca, o diagndstico é baseado na deteccdo do parasito no sangue, atraves de
testes parasitoldgicos diretos como exame de sangue a fresco, esfregaco e gota espessa
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; TEIXEIRA et al., 2007). Entretanto, quando a
pesquisa é realizada durante a fase cronica, a auséncia de parasitemia compromete 0s testes
parasitologicos diretos, sendo utilizados testes sorolégicos como a imunofluorescéncia
indireta, hemoaglutinacdo indireta e rea¢fes imunoenzimaticas (ELISA). Os métodos
parasitologicos indiretos (xenodiagndstico ou hemocultura) podem ser realizados, poréem
apresentam baixa sensibilidade (20 - 50%). Testes moleculares como a reacdo de cadeia da

polimerase (PCR) tém demonstrando elevada sensibilidade para as duas formas clinicas,
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tornando-se uma alternativa ao diagnostico laboratorial (LANA; TAFURI, 2005; LESCURE,
2010). Um aspecto importante apontado por Luquetti e Schmunis (2010) é que qualquer que
seja 0 método soroldgico utilizado, sua analise deve ser criteriosa, uma vez que anticorpos
demandam diferentes tempos para desaparecer de acordo com a fase da doenca e a cepa de T.
cruzi envolvida na patologia (COURA JR.; BORGES-PEREIRA, 2012). Além do mais, tem
sido demonstrado que os kits baseados em hemaglutinacdo variam sua sensibilidade de acordo
com a origem da sua producdo, necessitando desta forma de um segundo método
confirmatorio.  Alguns testes utilizam proteinas recombinantes de alta sensibilidade e
especificidade, como por exemplo, o kit EIE-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos que
utiliza a mistura de dois antigenos, derivados do citoplasma das formas epimastigotas e
amastigotas (CRA) e do sistema flagelar de formas tripomastigotas e epimastigotas (FRA) do
T. cruzi (KRIEGER et al, 1992). Esses antigenos vém sendo utilizados com sucesso no
imunodiagndstico da doenga de chagas, sendo também capazes de induzir resposta humoral e
celular em camundongos, bem como estimular a producdo de citocinas. Estudos tém
demonstrado que estes antigenos podem também ser utilizados como marcadores da evolucao
da cardiopatia chagéasica, em especial na fase indeterminada da doenca (PEREIRA et al.,
2005; VERCOSA et al. 2007).

1.5  Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado pertencente ao filo
Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida,
subordem Trypanosomatina e familia Trypanosomatidae. Nesta ordem, enquadram-se
organismos uniflagelados ou biflagelados que apresentam uma Unica mitocondria, com seu
material genético restrito a uma estrutura denominada cinetoplasto (ANDRADE; ANDRADE,
1996).

Por apresentar um ciclo de vida complexo, envolvendo hospedeiros vertebrados e
invertebrados, este protozoario assume diferentes estagios evolutivos com caracteristicas
morfoldgicas e fisico-quimicas distintas (MAYA et al., 2007). A identificacdo de cada uma
destas formas baseia-se em algumas dessas caracteristicas como a posicdo do flagelo, a
posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo, sua morfologia geral e a localizagdo nos

hospedeiros vertebrados ou invertebrados. Com base nesses critérios, as principais formas
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evolutivas do T. cruzi sdo: epimastigota, tripomastigota e amastigota (Figura 5) (BRENER;
ANDRADE; BARRAL-NETTO, 2000).

Figura 5 — Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi

Fonte: Eschenazi (2009)
Legenda: (A) Epimastigota (B) Tripomastigota (C) Amastigota

As formas epimastigotas (Figura 5A) apresentam um corpo fusiforme, com
aproximadamente 20 pum de comprimento, um flagelo livre e um cinetoplasto em forma de
bastdo, localizado anterior ao ndcleo e proximo a bolsa flagelar. Sdo formas ndo infectivas,
replicativas, encontradas no tubo digestivo dos insetos triatomineos e em culturas axénicas.
As formas tripomastigotas (Figura 5B) constituem as formas infectivas do parasita. S&o
formas alongadas, levemente achatadas, medindo aproximadamente 25 um de comprimento,
com um cinetoplasto arredondado localizado na regido posterior ao nucleo, com flagelo
emergindo da regido posterior aderindo-se a membrana plasmatica, tornando-se livre na
regido anterior. Estas formas ndo sdo capazes de se multiplicar, sendo encontradas no sangue
dos hospedeiros vertebrados (tripomastigotas sanguineas) e no intestino posterior do
triatomineo (tripomastigotas metaciclicas). As formas amastigotas (Figura 5C) sdo células
arredondadas, com aproximadamente 2 a 5 um de didmetro, sem um flagelo aparente e um
cinetoplasto em forma de bastdo na regido anterior ao nicleo. S&o formas intracelulares,
multiplicativas, encontradas no interior de células do hospedeiro vertebrado, como
macrofagos, células do tecido digestivo ou células musculares cardiacas (DE SOUZA,
2002a). Formas com morfologias intermediérias podem ser encontradas durante 0s processos
de diferenciacdo tanto no tubo digestivo do inseto quanto intracelularmente (TYLER;
ENGMAN, 2001).

O ciclo de vida do parasita (Figura 6) tem inicio quando o inseto vetor, durante seu
repasto sanguineo, se alimenta do sangue de um hospedeiro vertebrado infectado contendo
formas tripomastigotas sanguineas. Uma vez ingeridas, a grande maioria das formas

tripomastigotas séo lisadas por enzimas digestivas presentes no tubo digestivo do inseto, com
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as sobreviventes se diferenciando em formas epimastigotas (CASTRO et al., 2007). Estas
ultimas por sua vez, migram para a por¢cdo média do intestino do inseto, onde se dividem
intensamente por divisdo binaria, podendo aderir a membrana intestinal do triatomineo
denominada membrana perimicrovilar (ALVES et al., 2007). Posteriormente, 0s protozoarios
se desprendem da membrana intestinal e movem-se para a porgdo terminal do intestino
(ampola retal) e no reto, iniciando o processo de diferenciacdo em tripomastigotas
metaciclicas, as quais serdo eliminadas juntamente com as fezes durante o repasto sanguineo
no mamifero (RASSI Jr. et al., 2010). No hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas
metaciclicas penetram na mucosa ou pele lesionada e invadem as células no local da
inoculagdo. Apos a internalizacéo, se diferenciam em formas amastigotas, que se multiplicam
por divisdo binaria no citoplasma da célula hospedeira. Depois de diversos ciclos de
multiplicacdo, os parasitas se diferenciam em formas tripomastigotas sanguineas, rompendo a
célula hospedeira e indo para a corrente sanguinea, onde podem infectar novas células ou
serem ingeridas por outro inseto reiniciando o ciclo (MUNOZ-SARAIVA et al., 2010; RASSI
Jr. et al.,, 2010). Um ciclo alternativo pode ser observado, quando células hospedeiras
infectadas se rompem precocemente liberando formas amastigotas as quais possuem também
potencial para infectar outras células (TYLER; ENGMAN, 2001).
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Figura 6 — Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
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1.6  Biologia celular do Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi é um protozoario amplamente estudado no que se refere a sua

biologia celular, visto que além de possuir organelas comuns a células eucaridticas, como o
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e nlcleo, este protozoario apresenta algumas

estruturas citoplasmaticas e organelas especificas, como o cinetoplasto,

reservossomaos,

acidocalcissomas e glicossomos (Figura 7). Estas estruturas sdo de grande importancia para

a terapéutica da doenca, pois através de suas vias metabolicas Unicas, surgem possibilidades

para a identificacdo de alvos ndo presentes na célula hospedeira (DE SOUZA, 2008).

Algumas destas organelas serdo descritas com maiores detalhes a seguir.
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Figura 7 — Representacgdo da estrutura interna da forma epimastigota de T. cruzi.
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Fonte: Modificado de Docampo et al. (2005)

1.6.1 Superficie celular

Do ponto de vista morfoldgico, a superficie celular do Trypanosoma cruzi é composta
basicamente por trés estruturas principais: a membrana plasmatica, o glicocélice e o
citoesqueleto. Como em todas as células, a membrana plasméatica separa o ambiente
extracelular e o intracelular de forma seletiva, e é composta por uma bicamada lipidica
constituida por diferentes lipideos e proteinas, como mucinas, glicoproteinas, dentre outras.
Através da superficie, o parasita se adere as células epiteliais do intestino dos triatomineos
permitindo sua diferenciacdo como descrito no seu ciclo biolégico (DE SOUZA; DE
CARVALHO; BARRIAS, 2010).

O glicocaélice, localizado na face externa da membrana plasmatica, é constituido por
carboidratos associados a proteinas periféricas ou integrais e lipideos, sendo fundamentais na
interacdo parasito/hospedeiro. Dependendo do estdgio evolutivo em que o parasita se

encontra, este revestimento torna-se mais evidente ou ndo, apresentando-se mais denso nas
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formas tripomastigotas do que nas demais formas evolutivas, sendo as formas epimastigotas
intermediérias neste aspecto (DE SOUZA, 2008).

O T. cruzi apresenta um citoesqueleto composto basicamente por um arranjo
microtubular, localizado logo abaixo da membrana plasmatica e por todo o corpo do parasita,
denominado microtubulos subpeliculares. Esta estrutura estabelece ligacdes entre si e com a
membrana conferindo uma maior rigidez e estabilidade a célula, sendo esta interacdo t&o
forte, que mesmo depois da lise do parasita estes componentes permanecem associados (DE
SOUZA, 2002a, 2009). Conexdes com componentes da via endocitica e com cisternas
periféricas do reticulo endoplasmatico também sdo observadas (SOUTO-PADRON; DE
SOUZA; HEUSER, 1984).

As formas epimastigotas e amastigotas do T. cruzi desenvolveram uma estrutura
altamente especializada na sua superficie celular denominada complexo citéstoma-citofaringe.
Esta estrutura é constituida por uma invaginacdo da membrana plasmatica, que penetra
profundamente no citoplasma. Sua abertura denominada citéstoma, se localiza proxima a
bolsa flagelar e é acompanhada por numerosas vesiculas desempenhando um importante papel
na nutricdo do protozoario (DE SOUZA, 2002b; FIGUEIREDO; ROSA; SOARES., 2000;
OKUDA et al., 1999).

1.6.2 Bolsa flagelar e Flagelo

Para a obtencdo de nutrientes, os tripanossomatideos apresentam além do citdstoma,
uma estrutura especializada denominada bolsa flagelar (PORTO-CARREIRO et al., 2000).
Esta organela constitui um compartimento isolado do meio extracelular formada a partir de
uma invaginacdo da membrana plasmatica onde se da a insercdo do flagelo (LANDFEAR;
IGNATUSHCHENKUO, 2001). Diversas evidéncias mostram que a bolsa flagelar é uma regido
altamente especializada, como a auséncia de microtibulos subpeliculares e por diferir da
membrana do flagelo e do corpo celular quanto a distribuicdo de particulas intramembranosas
e a localizacdo de algumas proteinas. Além disso, aspectos morfoldgicos e citoquimicos
mostram que a bolsa flagelar é uma regido de intensa atividade endocitica e exocitica (DE
SOUZA, 2002b; FIGUEIREDO et al., 2004).

Da mesma invaginagdo da membrana plasmatica onde se forma a bolsa flagelar,
emerge o flagelo, o qual esta envolvido em processos como mobilidade celular e adesdo do
parasita a superficie da célula dos hospedeiros. Formado por nove pares de microtubulos

periféricos, um par de microttbulos central e uma estrutura paraxial composta por uma rede
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de filamentos, o flagelo esta presente em todas as formas evolutivas do protozoério, sempre
associado ao corpusculo basal e ao cinetoplasto, sendo menos evidente nas formas
amastigotas (DE SOUZA, 2009).

1.6.3 Mitocondria e Cinetoplasto

Assim como todos os membros da familia Trypanosomatidae, o T. cruzi apresenta
uma mitocondria Unica, ramificada por todo o corpo do protozoéario, com funcdes e estrutura
analogas a das células eucaridticas. Dependendo do ambiente em que se encontra e das fontes
nutricionais disponiveis, esta organela pode ocupar até 12% do volume celular, sendo
distribuida principalmente em ramificacdes abaixo da rede de microtdbulos subpeliculares. A
mitocondria do T. cruzi possui um DNA mitocondrial proprio (kDNA), representando cerca
de 30% do DNA total do protozoario e que se organiza em uma estrutura compacta
denominada cinetoplasto (FIDALGO; GILLE, 2011).

No cinetoplasto, 0 KDNA € organizado de forma bastante singular em maxicirculos e
minicirculos associado a proteinas denominadas histonas-hl, responsaveis pela condensacéao
do material genético. Os maxicirculos possuem funcbes andlogas ao DNA mitocondrial de
eucariotos superiores, codificando o RNA ribossomal e proteinas envolvidas na respiracao
celular. J& os minicirculos codificam RNAs envolvido na especificidade do RNA mensageiro
(DE SOUZA, 2008; GLUENZ; SHAW; GULL, 2007).

Estudos tém demonstrado que a mitocdndria do Trypanosoma cruzi desempenha um
papel central na morte celular do protozoario através da liberacdo de fatores pro-apoptéticos
dentro do citosol. Além disso, as espécies reativas de oxigénio (ROS) derivadas desta
organela tém sido associadas a fase inicial do processo de apoptose em tripanossomatideos
(BELTRAN et al., 2000).

1.6.4 Reservossomos

Encontrada apenas nas formas epimastigotas do T. cruzi, 0S reservossomos Ssdo
organelas responsaveis por armazenar macromoléculas ingeridas pelo protozoario. De
maneira geral, esta organela apresenta um formato esférico, com aproximadamente 0.7 um de
diametro, delimitada por uma unidade de membrana e localizada na porgdo posterior do
parasita (DE SOUZA, 2002a). Além de apresentar uma matriz rica em proteinas e varias

inclusbes eletronluscentes, 0s reservossomos armazenam a cruzipaina (principal cisteina
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proteinase encontrada no T. cruzi), que associado ao valor de pH 6.0 encontrado nesta
organela, sugerem uma natureza pré-lisossomal para esta estrutura (CUNHA-E-SILVA et al.,
2006).

Durante o processo de transformacéo de epimastigotas para tripomastigotas se observa
0 desaparecimento dos reservossomos, indicando que o conteldo armazenado nestas
estruturas possa ser utilizado como fonte de energia durante o processo de diferenciacdo
(FIGUEIREDO et al., 2004). Na auséncia dos reservossomos, as formas amastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi desenvolvem uma estrutura que se relaciona com os lisossomos,
denominada LRO (lysosomal-related organelles), responséaveis pelo acimulo de cruzipaina, e
incapazes de armazenar macromoléculas externas (SANT’ANNA et al., 2008).

1.6.5 Acidocalcisomas

Os acidocalcisomas séo estruturas esféricas, distribuidas por todo o corpo do parasita e
com didmetro de 0.2 — 0.6 um, contendo em seu interior uma matriz eletronluscente, e com
visualizacdo de depositos elétrondensos denominados de granulos de volutina ou polifostato.
Estas organelas &cidas, encontradas em maior numero nas formas amastigotas, estdo
envolvidas principalmente na reserva de ions tais como: o célcio, magnésio, sodio, potassio,
zinco, ferro e de compostos fosfatados, além de desempenhar um papel na regulacdo do pH
intracelular e na osmorregulacdo em associa¢do com o vacutolo contratil (DOCAMPO et al.,
2005; MIRANDA et al., 2000, 2004; MORENO; DOCAMPO, 2009).

1.6.6 Glicossomos

Os glicossomos sdo estruturas globulares ou alongadas, com aproximadamente 0.2 —
0.3 um de didmetro, envoltas por uma unidade de membrana e uma matriz homogénea e
fracamente densa, distribuidos por todo corpo celular (DE SOUZA, 2009). Esta organela
recebeu esta denominacao pois a maioria dos processos glicoliticos ocorrem nesta estrutura.
No entanto, outros processos bioquimicos, como a fixagéo do didxido de carbono, biossintese
de novo de pirimidinas, biossintese de isoprendides e esterol, dentre outros, estdo presentes
nesta estrutura (MICHAELS et al., 2006). Ao contrario da mitocondria, os glicossomos néao
apresentam material genético, sendo todas as suas proteinas, codificadas por genes nucleares
(DE SOUZA, 2008).



PIRES NETO, D. F. Estudo da atividade biol6gica dos adutos Morita-Baylis-Hillman... 31

1.7  Quimioterapia da Doenca de Chagas

Embora todo o ciclo da doenca tenha sido descrito entre 1909 a 1935, ndo houve um
grande avanco no que se refere a terapéutica para a tripanossomiase americana. Desde 1912,
varios compostos foram utilizados para o tratamento da doenca de Chagas, no qual se
destacavam os derivados arsenicais de quinonas, aminas, sulfas e antibidticos. Apenas em
1952, quando Packachanian et al. relataram o carater promissor dos compostos nitrofuranos
no tratamento da infeccdo com T. cruzi, que novos estudos foram realizados surgindo anos
depois os compostos utilizados até hoje no tratamento, o Nifurtimox e o Benznidazol (Figura
8) (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

Figura 8 — Estrutura quimica dos compostos utilizados na quimioterapia da Doenca de Chagas
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Fonte: Oliveira et al. (2003)
Legenda: (A) Nifurtimox (B) Benznidazol

Lancado em 1967, o Nifurtimox (3-Metil-4[(5-nitrofurfurilideno) amino] tiomorfolina-
1-1-diéxido) (Lampit®) é um composto nitroheterociclico, derivado do nitrofurano, que atua
na geracao de radicais livres, através da geracdo de um radical nitro, sequido por um ciclo
redox que produz espécies reativas de oxigénio (O, e H,O,). O T. cruzi por ser deficiente em
mecanismos de detoxificacdo para os metabolitos do oxigénio, se torna mais sensivel ao
estresse em comparacgdo as células do hospedeiro (BERNARDES et al., 2006; DOCAMPO;
STOPPANI, 1980). A partir da década de 80, o Nifurtimox deixou de ser adotado como
tratamento para a doenca de Chagas no Brasil devido a sua eficacia questionavel e aos
diversos efeitos colaterais causados, sendo interrompido nos anos seguintes em outros paises
da América do Sul (Venezuela, Chile e Argentina) (COURA; DE CASTRO, 2002).

Desenvolvido por Wineholt e Liebman em 1972 e produzido pelo laboratério Hoffman
- La Roche na Suica, o Benznidazol (N-benzil-2-nitroimidazole-1-acetamida) (Rochagan®) é
atualmente a Unica droga de escolha para o tratamento da doenca de Chagas. Este composto

nitroheterociclico atua através da reducdo de metabolitos, resultando em modificagdes
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covalentes das macromoléculas (URBINA; DOCAMPO, 2003). Alguns estudos relatam que o
benznidazol inibe o crescimento do parasito, atraves da inibi¢do de enzima NADH-fumarato
redutase (TURRENS et al., 1996), além de aumentar a fagocitose e a lise do protozoario
através de um mecanismo dependente de interferon-gama (IFN-y) (REVELLI et al., 1999;
ROMANHA et al., 2002). Em abril de 2003, os direitos e a tecnologia de fabricacdo deste
quimioterapico foram cedidos ao Brasil pela Roche® sendo produzido pelo Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), ganhando o reconhecimento da
Organizacdo das Nagfes Unidas (ONU) por ser o unico produtor mundial do benznidazol
tanto na férmula adulta quanto na pediatrica. (SCHOFFIELD; JANNIN; SALVATELLA,
2006).

Os esquemas terapéuticos do Benznidazol e Nifurtimox variam de acordo com a idade
do paciente. Para o benznidazol o tratamento para adultos consiste em 5 — 7,5mg/kg/dia
durante 60 dias, e para as criancas maiores de 12 anos uma dose inferior a 10mg/kg/dia por
administracdo oral, com acompanhamento intensivo dos pacientes para 0 monitoramento dos
efeitos colaterais (BERN, 2011; CASTRO; DE MECCA; BARTEL, 2006).

Apesar de serem utilizadas até hoje no tratamento da doenca, estes quimioterapicos
estdo longe de serem satisfatorios. Apresentam uma boa atividade durante a fase aguda da
doenca, com chances de cura de 70 a 80%, entretanto na fase cronica, onde se encontram 0s
maiores indices de infectados, ndo apresentam uma boa eficacia, com probabilidade de cura
de 10 a 20%. Além do longo periodo de tratamento e relato de cepas resistentes aos
compostos, 0s medicamentos apresentam severos efeitos colaterais, tais como anorexia,
nauseas, dermatites, leucopenia, disturbios neuroldgicos dentre outros (Tabela 1) (BERN,
2011; COURA; DIAS, 2009).
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Tabela 1 — Frequéncia dos efeitos colaterais associados ao Benznidazol e Nifurtimox em adultos

Efeitos colaterais % de pacientes Efeitos colaterais % de pacientes
Benznidazol Nifurtimox
Dermatite alérgica * 29-50 Anorexia e perda de peso 50-75
Parestesia 0-30 Ndusea 15-50
Neuropatia periférica ** 0-30 VoOmitos 15-26
Anorexia e perda de peso 5-40 Desconforto abdominal 12 -40
Ndausea, vomitos ou ambos 0-5 Cefaleia 13-70
Leucopenia *** <1 Vertigem 2 =553
Trombocitopenia *** <1 Mudangas de humor 10-49
InsOnia 10-54
Mialgia 13-30
Neuropatia periférica ** 2-5
Perda de meméria a curto-prazo 6—14
Leucopenia *** <1
Abandono de tratamento devido aos efeitos 7-13 Abandono de tratamento devido aos efeitos 6-40

Fonte: Bern (2011).

Nota: * - Efeito ndo dose-depentende, o tratamento deve ser abandonado se a dermatite for severa, esfoliativa ou
associada a febre. Casos de sindrome de Stevens-Johnson foram reportados ** - Efeito dose-depentente (sendo
necessario o abandono do tratamento), contudo é reversivel *** - Necessario o abandono do tratamento.

1.6.1 Perspectivas de novos farmacos

Por apresentar um carater endémico em paises subdesenvolvidos, a doenca de Chagas
tem sido negligenciada pela industria farmacéutica e sofrido anos de estagnacdo em pesquisa
e desenvolvimento de novos quimioterapicos, contudo o interesse no estudo e na prospecgao
de novos quimioterapicos tém crescido. De acordo com a Organizagcdo Mundial da Sadde, um
quimioterapico ideal para o tratamento da doenca de Chagas deve seguir alguns preceitos,
como: (a) acessibilidade aos pacientes, gracas a um custo reduzido, (b) cura parasitologica de
casos agudos e cronicos, (c) acdo eficaz com uma Unica dose ou em poucas doses, (d)
auséncia de efeitos colaterais, (e) ndo ter a necessidade de hospitalizagéo e (f) ndo induzir
resisténcia (CLAYTON, 2010; COURA; DE CASTRO, 2002). Seguindo estes critérios,
diversos grupos de pesquisa vém testando produtos naturais ou sintéticos que tenham
similaridade com os compostos utilizados para outras doengas, utilizados na medicina
popular, ou atraves da determinacdo de alvos especificos em vias metabdlicas do T. cruzi
(APT; ZULANTAY, 2011; BORGES et al., 2012; IZUMI et al.,, 2011; URBINA;
DOCAMPO, 2003).

Entre os alvos relacionados a enzimas e vias metabdlicas importantes, destaca-se a via

de biossintese de ester0is do T. cruzi, necessarias para a manutencdo da integridade da
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membrana plasmatica, e consequente viabilidade do protozoario (RODRIGUES et al., 2001).
Drogas antifungicas como o cetoconazol, posoconazol, fluconazol, miconazol, econazol vém
sendo testadas quanto a sua atividade tripanocida, relacionando-se a este alvo e induzindo a
cura parasitolégica em ratos com infeccdo aguda e cronica (OLIVIEIRE et al., 2010;
URBINA, 2002, 2010).

A cruzipaina, uma cisteina protease responsavel pelas principais atividades
proteoliticas durante o ciclo de vida do parasito, tem sido considerada um alvo promissor,
pois desempenha um papel importante na interacdo parasito/hospedeiro (URBINA;
DOCAMPO, 2003). Entre os compostos testados contra esta enzima, 0 composto K777 tem
demonstrado uma a atividade bastante expressiva e ja se encontra em estudos pré-clinicos.
Este composto se mostrou efetivo quando administrado intraperitonealmente em
camundongos infectados com T. cruzi, sem apresentar toxicidade aparente, além de se mostrar
efetivo contra vérias cepas do protozoario (BRAK et al., 2010; McCKERROW et al., 2009).

Outros processos bioquimicos relacionados ao Trypanosoma cruzi tém sido
identificado em estudos como possiveis alvos terapéuticos, entre 0s quais pode-se destacar a
biossintese de RNA mensageiro, a biossintese de lipideos e enzimas envolvidas no
metabolismo energético do parasita, como a tripanotiona redutase, DNA topoisomerase,
dihidrofolate redutase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fosfatidilinositol-3 quinase,
dentre outros (DIAS et al., 2009).

Como ja mencionado, os tripanossomatideos possuem uma organela especializada no
armazenamento de cations e polifosfato, chamadas de acidocalcisomas. Os polifosfatos
inorganicos sao compostos encontrados nestas organelas que possuem maior energia entre 0s
compostos fosfatados nos tripanossomatideos, sendo indispensaveis para a sobrevivéncia do
parasita. Compostos analogos do pirofosfato, tais como pamidronato, alendronato e
risedronato acumulam-se nos acidocalcisomas do parasito e podem inibir as enzimas
envolvidas nas reacOes dos pirofosfatos organico e inorganico, como a farnesilpirofosfato
sintase e farnesil transferase. Tais drogas, utilizadas atualmente para o tratamento de
disfuncdo da reabsorcdo dssea, apresentaram atividade tripanocida in vitro sobre as formas
epimastigotas e tripomastigotas, além de eliminar a parasitemia e as formas amastigotas
durante a fase aguda da infecgdo em camundongos (ESTEVA et al., 2005; GARZONI et al.,
2004).
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1.8  Reagdo Morita-Baylis-Hillman

A sintese organica € uma das mais bem sucedidas e Uteis disciplinas da ciéncia para
obtencdo de novos quimioterapicos e basicamente envolve a construcdo de ligacGes carbono-
carbono (C-C) e carbono-heterodtomo e a quebra dessas ligacdes (BASAVAIAH; RAO;
REDDY, 2007). Devido a este carater fundamental, diversas reacfes de ligacdo carbono-
carbono tém sido desenvolvidas e suas aplica¢fes largamente estudadas durante as décadas, as
quais podemos citar a reacdo de Fiedel Crafts, a reacdo de Grinard, a reacdo de Diels-Alder e
principalmente a reacdo Morita-Baylis-Hillman (BASAVAIAH et al., 2010).

Descrita pela primeira vez por Morita et al. em 1968, como uma reagéo de adi¢éo de
varios aldeidos e acrilatos sobre a influéncia de fosfinas terciarias (triciclo-hexil-fosfina)
como catalisador, a reacdo Morita-Baylis-Hillman (MBHR) s se tornou mais notoria apds
Baylis e Hillman, em sua patente alemd, reportarem o acoplamento de vérios alcenos a
aldeidos produzindo moléculas polifuncionais. Diferente de Morita, Baylis e Hillman
utilizaram aminas terciarias como catalisador, devido ao seu baixo custo, seu facil manuseio,
menor toxicidade e por serem mais facilmente removiveis do meio reacional (BASAVAIAH,;
VEERARAGHAVAIAH, 2012).

A atencdo académica a esta reacdo passou a crescer gradativamente apos o inicio da
década de 80, quando se deu o primeiro relato de utilizacdo efetiva de um aduto Morita-
Baylis-Hillman em sintese. Alguns trabalhos demonstram o uso da MBHR no preparo de
moléculas comercialmente Uteis, como o Captopril e derivados do Cloranfenicol, um anti-
hipertensivo e um antibidtico, respectivamente (FELTRIN; ALMEIDA, 2003; MATEUS;
COELHO, 2005).

Atualmente, podemos definir a reacdo Morita-Baylis-Hillman como uma metodologia
sintética que consiste basicamente na condensacdo de aldeidos ou cetonas a alcenos ligados a
um grupo retirador de elétrons (GRE), em presenca de uma amina terciaria como catalisador
nucleofilico, como por exemplo o 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano (DABCO) (mais
comumente utilizado), Indolizina ou Quinuclidina, levando a formacdo de novas moléculas
denominadas de adutos de Morita-Baylis-Hillman (Figura 9). Quando a condensacdo ocorre
entre alcenos contendo o GRE e iminas (produtos da condensacdo do amoniaco ou de uma
amina primaria com uma cetona ou um aldeido) a reacdo é denominada aza-Morita-Baylis-
Hillman (BASAVAIAH; RAO; REDDY, 2007).
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Figura 9 - Reacdo Morita-Baylis-Hillman
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Sugerido por Hoffmann e Rabe em 1983 e posteriormente sustentado por estudos de
cinética envolvendo variagdes de temperatura e pressao (HILLS; ISAACS, 1990), o
mecanismo mais comumente aceito para a reacdo Morita-Baylis-Hillman envolve quatro
etapas (Figura 10). Na primeira etapa, ocorre uma adicdo do catalisador ao sistema o, —
insaturado, gerando um intermediario zwitterion. Em seguida, ocorre a condensacgdo alddlica
entre o intermediério e o aldeido, formando um novo intermediario cetoacido. Atraves de uma
transferéncia de prétons ocorre a formagdo de um intermediario enolato, que por sua vez é
decomposto, levando a formacdo do aduto Morita-Baylis-Hillman e a regeneracdo do
catalisador.

Figura 10 — Mecanismo mais aceito para a reacdo Morita-Baylis-Hillman
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Fonte: Coelho; Almeida (2000).

Legenda: Adicdo nucleofilica do DABCO (2) a cetona o,B-insaturada (1). Produgdo do intermediario
zwitterion (3). Adicdo do aldeido eletrofilico e producdo do intermediério cetodcido (4). Prototropismo
intramolecular com decomposicao do intermediario levando a regeneragdo do catalisador (2) e produ¢édo o aduto

(5).

Diversas caracteristicas evidenciam a vantagem de se utilizar a reacdo Morita-Baylis-
Hillman como método sintético, tais como: a completa economia dos atomos, isto €, todos 0s
atomos do reagente estdo incorporados ao aduto; a ndo producao de co-produtos, o que reduz
0S custos com processos de separacdo dos produtos; condi¢des reacionais brandas, podendo
ser feita em meio aquoso ou na auséncia de solventes; e a possibilidade de fornecer uma
variedade de moléculas polifuncionalizadas de grande interesse quimico e biologico
(BASAVAIAH; RAO; REDDY, 2007).
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Apenas um inconveniente surge com a utilizagdo deste método sintético, a velocidade
de sua reacdo, sendo relatado na literatura processos com até 65 dias de reacdo. Contudo
diversas pesquisas utilizando outros catalisadores, altas pressdes, ultrassom, entre outras
metodologias tém sido utilizadas para aumentar a eficiéncia e a velocidade destas reagdes
(BASAVAIAH et al., 2003; LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOQOS, 2012).

Desde sua descoberta, diversas moléculas de interesse quimico e bioldgico foram
sintetizadas a partir da reacdo Morita-Baylis-Hillman (Figura 11). Entretanto, apenas apos
trés décadas da publicacdo do trabalho de Morita et al. (1968), estudos relacionados a
atividade bioldgica destes compostos foram realizados. Em 1999, surge o primeiro artigo
relatando a atividade dos adutos Morita-Baylis-Hillman sobre os principais causadores da
malaria, o Plasmodium falciparum e Plasmodium berghei (KUNDU et al., 1999). Com a
descoberta da atividade antimalarial dos adutos, diversos experimentos demonstrando a
atividade contra parasitas e vetores de doencas tropicais foram realizados. Os compostos se
mostraram ativos contra o caramujo Biomphalaria glabrata, agente causador da
esquistossomose (VASCONCELLOS et al., 2006), contra formas promastigotas e amastigotas
de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi (AMORIM et al., 2013; SOUZA et al.,
2007; BARBOSA et al., 2011) e formas epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi (SANDES et al., 2010). Outras atividades atribuidas aos adutos e relatadas em trabalhos
cientificos sdo as atividades antineoplasica, hipolipemiante, herbicida, fungicida,
antibacteriana e antifungica (KOHN et al., 2006; LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOQOS, 2012;
SINGH; BHAT, 2011; YU et al., 2006).
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Figura 11 — Compostos preparados a partir de MBHR e suas atividades biolégicas
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Fonte: Modificado de LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS (2012).
Legenda: (1 e 2) Atividade antitumoral (3) atividade hipolipemiante (4) atividade leishmanicida (5) atividade
antimicrobiana e (6) atividade antifingica.

Apesar da necessidade de novas alternativas para o tratamento da tripanossomiase
americana e do carater promissor dos compostos aromaticos oriundos da reacdo Morita-
Baylis-Hillman como moléculas para o desenvolvimento de novos farmacos, estudos sobre
sua atividade em tripanosomatideos parasitas ainda sdo incipientes. Nesse sentido nosso
trabalho avaliou in vitro a atividade dos adutos Morita-Baylis-Hillman sobre diferentes

formas evolutivas do T. cruzi, bem como sua citotoxicidade em células de mamiferos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a atividade bioldgica de adutos Morita-Baylis-Hillman sobre o

Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito dos adutos sobre o crescimento de formas epimastigotas e sobre a

viabilidade de formas tripomastigotas de T. cruzi;

b) Analisar a citotoxicidade e atividade hemolitica dos adutos Morita-Baylis-Hillman, em

células de mamiferos;

c) Avaliar in vitro o efeito dos adutos Morita-Baylis-Hillman sob a infeccdo de
macrofagos por amastigotas intracelulares de T. cruzi;

d) Awvaliar o potencial imunomodulador dos adutos pela a producdo de 6xido nitrico em

macrdfagos peritoneais tratados;

e) Analisar possiveis alteracdes fisioldgicas e morfologicas em T. cruzi, causados pelos
adutos, através da microscopia eletronica de transmissdao (MET) e microscopia

confocal a laser.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Adutos Morita-Baylis-Hillman

Os adutos Morita-Baylis-Hillman (Figura 12) foram sintetizados no Laborat6rio de
Sintese Orgéanica Medicinal da Paraiba (LASOM/PB), pelo Dr. Mério Luiz Araujo de
Almeida Vasconcellos, e caracterizados através de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e de
13C em comparagéo com compostos descritos na literatura. Inicialmente os adutos foram
dissolvidos em DMSO a uma concentracdo de 50 mg/mL e posteriormente dissolvidos em
meio de cultivo para obtencdo de uma solucdo de trabalho de 1 mg/mL. Ambas as solugfes
foram guardadas a -20°C e protegidas de luminosidade. As solugdes de trabalho por sua vez
foram diluidas em meio para os testes na faixa de concentracdo de 3,125 - 50 ug/mL ou 3,125
— 100 pg/mL. Os experimentos foram realizados sem o conhecimento prévio das estruturas
quimicas, utilizando dentre eles 0 MBH3 como um controle cego.

Figura 12 — Estrutura quimica dos adutos Morita-Baylis-Hillman testados
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Fonte: Cortesia do Dr. Mario Luiz Araujo de Almeida Vasconcellos (UFPB)

Legenda: MBH1: 2-[Hydroxy(4-Nitrophenyl)MethylJAcrylonitrile, P.M. 204.05; MBH2: 2-[Hydroxy(3-
nitrophenyl)Methyl]Acrylonitrile, P.M. 204.05; MBH3: 2-[Hydroxy(2-Nitrophenyl)Methyl]Acrylonitrile, P.M.
204.05; MBH4: 2-[Hydroxy(Pyridin-2-yl)Methyl]Acrylonitrile, P.M. 160.06; MBH5: 2-[Hydroxy(Pyridin-3-
yl)Methyl]Acrylonitrile, P.M. 160.06; MBH6: 2-[Hydroxy(Pyridin-4-yl)Methyl]Acrylonitrile, P.M. 160.06;
MBH7: 2-[Hydroxy(4-Bromophenyl)Methyl]Acrylonitrile, P.M. 236.98.
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3.2 Cultivo dos parasitas

Formas epimastigotas (cepa Dm28c) foram mantidas a 28°C em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB). Para os
experimentos foram utilizados parasitas de culturas em fase exponencial de crescimento (3
dias de cultura). Formas tripomastigotas foram obtidas apos a infeccdo de cultura de células
Vero de 2 dias (= 10° células/mL) com uma suspensdo de formas tripomastigotas (Cepa Y)
concentradas a 10° células/mL. A cultura foi mantida em meio RPMI-1640 (Sigma—Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA) enriquecido com 10% SFB, a 37 °C e 5% CO, até que formas
tripomastigotas fossem observadas no sobrenadante. Formas amastigotas intracelulares foram
obtidas a partir da inoculacdo de tripomastigotas em culturas de macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c, mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SFB inativado
(Sigma-Aldrich, Co. St. Louis, MO, USA) a 37° C e 5% CO..

3.3 Atividade tripanocida dos Adutos Morita-Baylis-Hillman

Formas epimastigotas (2x10° parasitas/mL) foram incubadas em meio LIT
suplementado com 10% de SFB, por 72 horas em placas de 24 pocos, na auséncia ou presenca
de diferentes concentragdes dos compostos (3,125 — 50 ou 100 pg/mL). O crescimento e as
alteracbes morfologicas da cultura foram acompanhados através de microscopia Optica e pela
contagem direta em camara de Neubauer. Os valores de ICs (concentracdo que inibe 50% do
crescimento das formas epimastigotas) foram determinados ap6s 72 horas de cultivo por
analise de regressdo linear através do software SPSS 8.0. Cada teste foi realizado em trés
experimentos independentes em triplicata.

Formas tripomastigotas, mantidas em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,
MO, USA) a 37°C e 5% CO2, foram incubadas na concentracdo de 5x10° células/mL em
placas de 96 pocos por 24 horas, na auséncia ou presenca de diferentes concentracdes dos
compostos (3,125 — 50 pg/mL). Os valores de LCso (concentragdo que causa perda de
viabilidade em 50% das formas tripomastigotas) foram determinados da mesma forma que a
ICso. Cada teste foi realizado em trés experimentos independentes em triplicata.

Para avaliar o efeito dos adutos sobre a forma intracelular do T. cruzi, macrofagos
peritoneais de camundongos Balb/c mantidos em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Co., St.
Louis, MO, USA) e suplementado com 10% de SFB foram semeados em placas de cultivo de

24 pocos (6 x 10° células/mL), contendo uma laminula de vidro de 13mm, e mantidas em
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estufa a 37°C e 5% CO,. Apds 1 dia de cultivo, as culturas foram lavadas e infectadas com
formas tripomastigotas na proporcdo de 10:1 parasitas/célula. Apds 3 horas de interacdo, a
cultura foi lavada e incubada em meio na auséncia ou presenca de diferentes concentracdes
dos compostos (2x LCso; LCso; ¥2X LCso; ¥ax LCsg). Ap0s 48 horas de tratamento, o meio foi
retirado e os pogos lavados com PBS. Em seguida, os macrofagos foram fixados em solucéo
de Bouin (75% Sol. saturada de &cido picrico + 20% Formaldeido + 5% Acido Acético) por 5
minutos, em metanol por 2 minutos e corados por 20 minutos em solucdo de Giemsa (Sigma-
Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) (3 gotas de Giemsa para cada 2 mL de agua destilada).
Depois de coradas, as laminulas foram lavadas em &gua destilada, deixadas secar e montadas
em laminas com Etellan (Merk KGaA, Darmstadt, ALE). Os valores de ICsy (concentracdo
capaz de inibir 50% a infeccdo dos macréfagos por formas amastigotas) foram determinados a
partir de observacdo direta de 300 células infectadas e das amastigotas intracelulares atraves
da microscopia Optica de campo claro. O indice de sobrevivéncia foi determinado em
porcentagem, multiplicando o ndmero de amastigotas pelo nimero de células infectadas.

Macrofagos infectados e ndo tratados foram utilizados como controle.

3.4 Avaliacdo da citotoxicidade sobre células de mamiferos e atividade hemolitica dos
adutos Morita-Baylis-Hillman

Para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade, foi utilizado o teste do MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), de acordo com o protocolo
estabelecido por Mosmann (1983). Esta técnica tem como principio a reducdo do MTT por
redutases mitocondriais em células metabolicamente ativas, com a formagdo de cristais
azulados (denominados cristais de formazan) que serdo solubilizados com dimetilsulféxido
(DMSO) e analisados espectrofotometricamente.

Células Vero (10° células/mL) e macréfagos peritoneais (10° células/mL) foram
aderidas em placas de 96 pocos contendo meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB
inativo e incubados em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds 24 horas, o meio foi removido e as
células incubadas na presenca de varias concentragdes (3,125 — 50 pg/mL) dos adutos Morita-
Baylis-Hillman por 48 horas. Apés este periodo, 0 meio foi retirado e adicionado 100ul de
meio RPMI sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA)
suplementando com 10% de SFB e 10ul de MTT (5mg/mL), incubando em estufa de 37°C e
5% de CO,, na auséncia de luz. Apo6s 3 horas, a solucdo MTT-RMPI foi retirada e 100ul de

DMSO foi adicionado para solubilizar o precipitado. A absorbancia de cada poc¢o foi medida
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espectrofotometricamente a 595nm no leitor de ELISA Benchmark plus (Bio-Rad®,
California, EUA). Pocos contendo apenas os compostos e 0 MTT foram utilizados como
branco. A concentracao capaz de causar um efeito citotdxico em 50% das células foi estimada
por analise de regressao logaritmica dos valores encontrados, no software SPSS 8.0. A partir
da CCs, foram determinados os indices de seletividade (1Se) dos compostos, através da razao
entre a CCsp e LCsp de formas tripomastigotas ou ICsy de formas amastigotas, o qual nos
informa o quanto um composto é tdxico para o parasita em relacéo as células do hospedeiro.
Adicionalmente analisamos o potencial dos adutos Morita-Baylis-Hillman em causar a
lise em hemadcias humanas de acordo com Valdez et al. (2009). Brevemente, hemacias
humanas foram suspensas em solucédo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10mM) a 2% e incubadas
em placas de 96 pocos com diferentes concentragcdes dos adutos Morita-Baylis-Hillman (6.25
- 100 pg/mL). Apos 3 horas de incubacgdo a 37° C sob agitacdo constante, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 4min e a absorbancia do sobrenadante medida a 540nm para
estimar a hemdlise. Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) a 1% foi
utilizado como controle positivo e a suspensdo apenas em solucdo salina como controle

negativo. Os resultados foram expressos como porcentagem de hemolise através da equacéo:

Atividade H litica (%) — (Absorbancia do Tratado — Absorbancia do Controle Negativo) % 100
ividade Hemolitica (%) = (Absorbancia do Controle Positivo — Absorbancia do Controle Negativo)

3.5 Producao de 6xido nitrico

Para analisar o possivel efeito dos diferentes compostos na producédo de éxido nitrico,
0 sobrenadante da cultura de macrofagos peritoneais controle ou tratados com os adutos
Morita-Baylis-Hillman foram testados através do método de quantificacdo de nitrito pelo
reagente de Griess (1% Sulfanilamida/ 0.1% Cloridrato de Naftiletilenodiamina/ 2.5%
HsPO,). Através desta reacdo, o nitrito presente no sobrenadante reage em meio acido com
sulfanilamida produzindo um sal diazdnico, que em seguida reagird com o cloridrato de
Naftiletilenodiamina formando um complexo de coloracdo rosea, para assim ser mensurado
espectrofotometricamente.

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram isolados, ajustados para a
concentracdo de 10° células/mL, semeados e tratados como previamente descrito para as
analises de citotoxicidade. Apds o tratamento, 100 uL do sobrenadante da cultura de
macrofagos com os adutos foram incubados com 100 pL do reagente de Griess (1%
Sulfanilamida/ 0.1% Cloridrato de Naftiletilenodiamina/ 2.5% H3PO,4) por 10 minutos, a
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temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 540nm no leitor de ELISA Benchmark
plus (Bio-Rad®, Califérnia, EUA). A concentracdo de nitrito em cada situacdo foi
determinada através de uma curva padrdo de nitrito de sédio. Como controle se utilizou o

sobrenadante de macrofagos nédo tratados, em meio RPMI-1640.

3.6 Analises por microscopia confocal

Para analisarmos as alteragdes fisiologicas do T. cruzi tratados com os adutos Morita-
Baylis-Hillman mais promissores utilizamos os seguintes marcadores: a) Live/Dead®
Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen Co., L3224, Eugene, OR, USA), para analisar a
viabilidade celular e possiveis danos a membrana plasmatica; b) Rodamina 123 (Sigma-
Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA), para averiguar os efeitos sobre o potencial da membrana
mitocondrial; ¢) MitoSOX" (Invitrogen Co., L3224, Eugene, OR, USA), para averiguar a
possivel geracdo de radicais livres pela mitocondria e d) laranja de acridina (Sigma-Aldrich,
Co., St. Louis, MO, USA) para detectar possiveis efeitos dos adutos sobre compartimentos
acidicos. Formas epimastigotas foram incubadas na auséncia ou presenca dos adutos MBH1,
MBH2, MBH5 e MBH7 nas concentragdes de 1Csq e 2X ICso por 72 horas. Apo6s o periodo de
tratamento, aliquotas de 1,5 mL das culturas foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e
submetidas ao procedimento de marcagao com os fluorocromos especificos.

Para o Live/Dead® Viability/Cytotoxicity Kit, as amostras foram lavadas duas vezes e
incubadas em tampéo fosfato estéril. Adicionou-se a cada amostra 1uL de Homodimero de
etidio (EthD-1) e 0,5uL de Calceina-AM sendo incubados por mais 30 minutos a 28°C. Como
controle positivo para o EthD-1 incubou-se células com metanol 70% por 30 minutos.

Para a marcacdo com rodamina 123 (Rho123) ou MitoSOX ", as amostras foram
lavadas duas vezes e ressuspensas em 500uL de PBS estéril e incubadas com 10 pg/mL de
Rho123 por 15 minutos a 28°C ou 5uM do MitoSOX" por 30 minutos a 37°C e lavadas trés
vezes em PBS. Células tratadas com H,O, por 20 minutos ou Metanol 70% por 20 minutos
foram utilizadas como controle tratado para as analises de MitoSOX" e Rho123,
respectivamente.

Em relagdo & marcacdo com a laranja de acridina, os protozoarios foram centrifugados
a 3000 rpm por 5 minutos, lavados e ressuspensos em PBS estéril, em seguida foram

incubados com uma solugdo de 20 pg/mL de laranja de acridina por 10 minutos, na
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temperatura de cultivo do parasita e na auséncia de luminosidade. Apds este periodo, as
amostras foram lavadas trés vezes em PBS estéril, incubadas em PBS por 30 minutos.

Para a observacao da fluorescéncia, as amostras foram colocadas em placas de cultivo
MatTek (MatTek Corp. MA, USA), visualizadas no microscopio confocal Leica SPII-AOBS
utilizando o laser HeNe 488nm (para todos os marcadores) e o 543nm (para a laranja de
acridina). As imagens foram adquiridas e processadas através do software Leica Application

Suite Lite 2.6 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

3.7 Estudo Ultraestrutural

Formas epimastigotas tratadas com ICsy ou 2x 1Cso foram lavadas em PBS e fixadas
em solucdo de glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 4% + tampdo cacodilato de sodio 0,1M
[pH 7.2] por duas horas, e pos-fixadas em uma solucdo de 1% tetroxido de 6smio (OsOy),
0,8% ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g]), 5 mM cloreto de célcio (CaCl,) em tampéo
cacodilato 0,1M por 1 hora, sob a auséncia de luz. Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 3x 100%), infiltradas
e incluidas em Eppon (Fluka Analytical). Cortes ultrafinos da amostra, com aproximadamente
70 nm de espessura, foram obtidos através de um ultramicrétomo (Leica EMUCS),
contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo, e examinados através dos

microscopios de transmissdo FEI Tecnai™ Spirit.

3.8 Animais

Camundongos BALB/c foram adquiridos do Centro de Criacdo de Animais de
Laboratorio (CECAL)-FIOCRUZ e usados para obtencdo de macrofagos peritoneais, sendo
utilizados nos testes de citotoxicidade, producdo de éxido nitrico e avali¢do tripanocida de
formas amastigotas. Todos os experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo
com os padrdes éticos da Fundacdo Oswaldo Cruz e aprovado pelo comité de ética em
experimental animal da instituicdo (CEUA-FIOCRUZ L-001/08)
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3.9 Analise estatistica

As analises de regressdo linear foram feitas no programa SPSS 8.0 (IBM CO., Nova
lorque, EUA) para Windows. As analises de significancia foram realizados atraves do teste
ANOVA e o pos-teste de Dunnet, considerando significativo valores p < 0.05, no programa
GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, Califérnia, EUA) para Windows.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito dos adutos Morita-Baylis-Hillman sobre o crescimento de formas

epimastigotas

Nossos resultados mostraram que todos os compostos testados foram capazes de inibir
o crescimento de T. cruzi, de forma dose-dependente demonstrado pelo carater ascendente dos
gréaficos de inibicdo do crescimento (Grafico 1). Com excecdo de MBH4 e MBH7 (Gréfico
1D e 1G), os quais apresentaram inibicdo do crescimento significativa apenas a partir da
concentracdo de 6,25 ug/mL, todos os demais compostos inibiram significativamente o
crescimento de formas epimastigotas em todas as concentracdes testadas. Os compostos
MBH1 e MBH3 (Gréfico 1A e 1C) apresentaram 100% de inibicdo do crescimento a partir da
concentracdo de 25 pg/mL, enquanto MBH2 e MBH5 (Gréfico 1B e 1E) atingiram esta
proporcéo apenas a partir da concentracdo de 50 pug/mL. Para o composto MBH6 a inibicao
total do crescimento foi obtida na concentracdo de 100 png/mL (Gréfico 1F).

As diferencas de atividade dos adutos sobre as formas epimastigotas tornam-se mais
evidentes através do calculo da concentragdo inibitdria (ICsp). Dentre os adutos, 0 MBH1 e
MBHS5 se mostraram mais eficazes para essas formas, com valores de ICsy abaixo de 10
ug/mL (Tabela 2). Os compostos MBH4 e MBH6 foram os menos efetivos, com valores de
ICso de 38,09 + 4,31 pg/mL e 21,94 £ 1,5 pg/mL, respectivamente. O aduto MBH3
apresentou uma ICsp de 6.53 £ 1.3 pg/mL.



PIRES NETO, D. F. Estudo da atividade biolégica dos adutos Morita-Baylis-Hillman... 48

Gréfico 1- Efeito dos diferentes adutos sobre o crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:; (A) MBH1; (B) MBH2; (C) MBH3; (D) MBH4; (E) MBH5; (F) MBH6; (G) MBH7. Barras
representam a média de 3 experimentos realizados em triplicata. *Valores estatisticamente significativos teste
ANOVA (p< 0.05).
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4.2 Efeitos dos adutos Morita-Baylis-Hillman sobre formas tripomastigotas

Tendo em vista a sua importancia para a patologia da doenca, nds avaliamos o efeito
dos adutos Morita-Baylis-Hillman sobre a viabilidade das formas tripomastigotas. Todos 0s
compostos testados apresentaram a capacidade de causar uma intensa perda da viabilidade no
parasita, de maneira dose-dependente (Grafico 2). Excetuando os adutos MBH2 e MBHG, os
quais apresentaram efeito significativo apenas a partir da concentragdo 6,12 ug/mL todos os
demais adutos mostraram significancia em relagdo ao controle em todas as concentracdes
testadas, atingindo 100% de perda de viabilidade a partir de 25 pg/mL para 0os compostos
MBH1, MBH2, MBH3 e MBH7 (Gréfico 2A, 2B, 2C e 2G, respectivamente) e a 50 pug/mL
para o aduto MBH5. Os adutos MBH4 e MBH6 apresentaram valores de 91.65% e 92.72% de
inibicdo na maior concentracdo testada (Grafico 2D e 2F), respectivamente.

Com excec¢do do composto MBHG6, todos os compostos apresentaram uma atividade
semelhante ou superior em formas tripomastigotas quando comparadas com as formas
epimastigotas com valores de LCs, variando entre 5,52 e 22,14 ug/mL. Os adutos MBH1,
MBH5 e MBH7 se mostraram os mais efetivos entre os compostos testados (Tabela 2). O
aduto MBH3 apresentou uma LC50 de 6.53 + 1.3 pg/mL.

Tabela 2 - Atividade in vitro dos adutos Morita-Baylis-Hillman sobre o Trypanosoma cruzi, citotoxicidade em
células de mamifero e indice de seletividade (1Se).

Compostos 1Cs0/72n (ugimL) LCso/24n (ugimu) CCoso (ugimu) CCoso (ugimu) ISe 1Se
Macréfagos Células Vero Macréfagos  Células Vero
MBH1 7.24+1.8 6.08 +0.3 20.68 £ 2.7 199+32 3.4 3.27
MBH2 10.82+£25 8.47+1.0 38.95+ 4.6 30.0+3.8 4.6 3.54
MBH4 38.09+£4.3 21.98+1.7 53.89+2.6 223+4.1 2.45 1.01
MBH5 95+1.0 7.36 £2.0 29.25+0.7 25.0x+2.2 3.97 3.40
MBHG6 21.94+£15 22.14+49 53.9+£3.0 46.1+3.2 2.43 2.08
MBH7 10.31+£0.9 6.19+0.6 20,0+5.3 20.2+2.6 3.23 3.26

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: 1Cs,- concentragdo que inibe em 50% o crescimento de formas epimastigotas; LCsy- concentragdo que

causa lise de 50% de formas tripomastigotas; CCs,— concentragdo que reduz em 50% a viabilidade de células de
mamiferos; ISe- indice de seletividade.
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Gréfico 2 - Efeito dos adutos Morita-Baylis-Hillman sobre a viabilidade de formas tripomastigotas de T. cruzi
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Fonte: Elaborado pelo autor .
Legenda: (A) MBH1; (B) MBH2; (C) MBH3; (D) MBH4; (E) MBHS5; (F) MBHS6; (G) MBH7. Cada barra
representa a média de trés experimentos em triplicata * Significancia estatistica pelo teste ANOVA (p < 0.05)
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4.3 Citotoxicidade em Células de Mamiferos (Macrofagos Peritoneais e Células Vero) e
Atividade Hemolitica

O potencial citotéxico dos compostos em células de mamifero foi avaliado pela
técnica do MTT. Todos os compostos foram capazes de induzir alguma toxicidade, sendo o
grau de toxicidade variavel entre os compostos e células testadas. Os compostos MBH1 e
MBH?7 foram os mais toxicos para macréfagos, com valores de CCsy de 20,68 + 2,7 e 20,0 +
5,3 ug/mL, respectivamente. Os compostos menos toxicos foram o0 MBH4 e o MBH6 com
CCs de 53,89 + 2,6 ng/mL e 53,9 £ 3,0 ug/mL para macrofagos. Todos os adutos testados
apresentaram uma maior citotoxicidade para células Vero, sendo estas mais susceptiveis ao
estresse do que os macrofagos peritoneais, com valores de CCs variando entre 19.9 + 3.2
ug/mL e 46.1 + 3.2 ug/mL. Os compostos MBH2 e MBH6 se mostraram menos tdxicos, com
valores de CCso de 30.0 + 3.8 e 46.1 + 3.2 ug/mL respectivamente. Semelhante a toxicidade
em macrofagos peritoneais, 0os compostos MBH1 e MBH7 apresentaram a maior toxicidade
com CCsp de 19.9 £ 3.2 € 20.2 + 2.6 ug/mL, respectivamente (Tabela 2).

A partir da CCs foi possivel determinar o indice de seletividade dos compostos (1Se).
Todos os compostos testados se mostraram mais efetivos contra o parasita do que para as
células hospedeiras. Os compostos mais seletivos para as formas tripomastigotas (1Se > 3,0)
em relacdo aos macr6fagos em ordem decrescente foram o MBH2 (4,6), MBH5 (3,97),
MBH1 (3,4) e 0 MBH7 (3,23). Os compostos MBH4 e MBHG6 foram os menos seletivos
contra o parasita com ISe < 3.0 (Tabela 2). Tendo em vista que as células VVero apresentaram-
se mais susceptiveis ao tratamento com os compostos, os ISe encontrado para estas células
foram um pouco menores quando comparados aos obtidos para macrofagos.
Interessantemente, a ordem dos ISe ndo se alterou apresentando-se em ordem decrescente 0s
compostos MBH2 (3.54), MBH5 (3.4), MBH1 (3.27) e MBH7 (3.26). Novamente, 0s
compostos, MBH4 e MBH6 mostraram-se também os menos seletivos.

Alternativamente, avaliamos a atividade hemolitica dos adutos Morita-Baylis-Hillman.
Todos os compostos testados apresentaram uma fraca atividade hemolitica, com valores

menores a 1% nas maiores concentragdes testadas (100 pg/mL e 50 pg/mL) (Gréfico 3).
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Gréfico 3 - Efeito dos adutos na atividade hemolitica em hemacias humanas
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Fonte: Elaborado pelo autor .
Legenda: (A) MBH1; (B) MBH2; (C) MBH4; (D) MBHS5; (E) MBH®6; (F) MBH7. Cada barra representa a

média de dois experimentos em quadruplicata. *N&o houve significancia estatistica pelo teste ANOVA (p >
0.05).

4.4 Efeitos dos adutos Morita-Baylis-Hillman sobre formas amastigotas intracelulares

De acordo com os valores de ICsy, LCsy, CCs € indices de seletividade (1Se)
encontrados, foram selecionados 0s compostos mais promissores, 0s adutos MBH1, MBH2,
MBH5 e MBH7, para as analises envolvendo formas amastigotas do Trypanosoma cruzi.
Todos os compostos testados se mostraram eficazes em inibir a infeccdo da forma amastigota
em macréfagos peritoneais de BALB/c. Dentre eles, o aduto MBH7 apresentou um maior
efeito inibitdrio, quando comparado aos demais, com um valor de ICspugn de 2,28 + 0,38
pg/mL. Os adutos MBH1, MBH2 e MBH5 apresentaram valores de 1Csgusn de 2,73 + 0,21,
3,38 £ 0,10 e 3,10 + 0,95 pg/mL, respectivamente (Tabela 3). Quando a citotoxicidade dos
adutos em macrofagos peritoneais é comparado com os valores da atividade sobre amastigota,
observamos que 0 aumento nesta atividade refletiu positivamente nos indices de seletividade,
com valores variando de 7,57 a 11,5 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeitos dos adutos MBH1, MBH2, MBH5 e MBH7 sobre formas amastigotas de T. cruzi.

Compostos 1Cs08h (ugimL) CCos (ugmu) 1Se
Amastigotas Macréfagos

MBH1 2.73+0.21 20.68 £ 2.7 7.57

MBH2 3.38+0.10 38.95+£4.6 11.5

MBH5 3.10£0.95 29.25+£0.7 9.34

MBH7 2.28 £0.38 20.0£5.3 8.77

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: 1Csy ama — Concentracdo que inibe em 50% a infeccdo dos macréfagos por amastigotas de T. cruzi.
CCs, — Concentracdo capaz de causar efeitos citotéxicos em 50% dos macréfagos.
ISe — indice de seletividade = CCsy/ICso

Em relacdo ao indice de sobrevivéncia, nossos resultados mostraram que 0s compostos

MBH1, MBH2, MBH5 e MBH7 causaram uma diminuicdo significativa (p < 0.05) na

sobrevivéncia dos parasitas no interior dos macréfagos de maneira dose-dependente, quando

comparado com célu

las infectadas e ndo tratadas (Grafico 4).

Na concentracao

correspondente a ¥ da LCsopan, todos os adutos testados apresentaram mais de 35% de

inibicdo na sobrevivéncia, sendo observados valores abaixo de 13% e 3% nas concentracdes

correspondentes a LCso/24n € 2X LCsop24n, respectivamente.

Gréfico 4 — Indice de Sobrevivéncia para formas amastigotas intracelulares tratadas com os adutos

100

50 -+

indice de Sobrevivéncia (%)

% LC50 % LC50
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B MBHI BEMBH2 BMBHS OMBH7

2x LC50

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Cada barra representa a média de dois experimentos em duplicata * Significancia estatistica pelo teste
ANOVA (p < 0.05) em relacdo ao controle.
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4.5 Producgéo de NO

Para avaliar se os diferentes adutos Morita-Baylis-Hillman podem alterar a producao
de déxido nitrico (NO) em macro6fagos, nos avaliamos o efeito dos compostos sobre a producao
de NO pela técnica de Griess. Nossos resultados demonstraram que nenhum dos adutos
testados foi capaz de induzir o aumento ou diminuicdo dos niveis de éxido nitrico em

macrofagos, quando comparado ao grupo controle (Grafico 5).

Gréfico 5 - Efeito dos adutos na produco de Oxido Nitrico por macréfagos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) MBH1; (B) MBH2; (C) MBH4; (D) MBHS5; (E) MBHS6; (F) MBH7. Resultados referentes a dois
experimentos independentes, em quadruplicata. Ndo houve significancia estatistica pelo teste ANOVA,
considerando significativo p < 0.05.

4.6 Analises por microscopia confocal a laser

Tendo em vista os resultados obtidos nos testes de contagem in vitro, a proxima etapa
do nosso trabalho foi avaliar o efeito dos compostos mais promissores sobre determinados

parametros fisioldgicos do parasita através da microscopia confocal a laser.

4.6.1 Live/Dead® Viability/Cytotoxicity Kit

Para analisar a acdo dos compostos sobre a viabilidade celular e a integridade da
membrana plasmatica foi utilizado o Kit Live/Dead - Viability/Citotoxicity for mammalian
cells (Invitrogen, L3224). Esse kit e baseado na existéncia de dois marcadores: o
Homodimero-1 de Etidio (EthD-1) e a Calceina AM. O EthD-1 é um fluorocromo que é

permeavel em membranas ndo-funcionais e estabelece uma forte ligagdo com os &cidos
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nucleicos, emitindo uma fluorescéncia na faixa correspondente ao vermelho. Por sua vez, a
Calceina-AM ¢é um ester lipofilico ndo fluorescente, que se difunde passivamente nas células
e é transformado a calceina fluorescente e insolGvel por esterases intracelulares em celulas
viaveis, emitindo um sinal fluorescente na faixa do verde (HAUGLAND et al., 1994).

Células controles (Figura 13.1a e 14.1a) submetidas & marcagdo com o Kit mostraram
uma intensa marcacdo para calceina distribuida por toda a célula. Poucas células apresentaram
marcacdo para o EthD-1 indicando uma alto indice de células viaveis. Por outro lado, células
tratadas com metanol, usado como agente fixador e permeabilizante, mostraram uma intensa
modificagdo na morfologia e intensa e difusa marcacéo para o EthD-1, indicando a perda da
integridade da membrana e da viabilidade celular (Figura 13.1b e 14.1b). Exceto pelo
composto MBH2, o tratamento dos parasitas com a ICsp dos compostos, mostrou pouca
alteracdo do perfil de marcacdo com estes tracadores quando comparado com as células
controles (Figura 13.3a e 13.3b), No entanto, o tratamento com 2 x IC50 das drogas alterou
significativamente a viabilidade celular, evidenciada por uma fraca marcagdo com a calceina e
aumento no numero de células marcadas com EthD-1 (Figura 13.2b, 13.3b, 14.2b e 14.3b).
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Figura 13 — Efeito dos adutos MBH1 e MBH2 sobre a viabilidade celular e integridade da membrana, através da marcagdo com o Kit Live/Dead.
Ca/EthD-1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (1a) Células controle; (1b) Células tratadas com metanol (2a) Células tratadas com a 1Cs, de MBH1,; (2b) 2x ICso de MBH1; (3a) I1Cs, de MBH2; (3b) 2x I1Cs de
MBH2; Nota-se apenas no 3b a presenca de células com morfologia alterada com marcagéo evidente com o homodimero de etidio. DIC, imagem obtida através de contraste
interferencial (Differential Interference Contrast); Ca/EthD-1, Sobreposicdo das imagens da marcacao para Calceina (verde) e do Homodimero de Etidio-1 (vermelho).
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Figura 14 — Efeito dos adutos MBH5 e MBH7 sobre a viabilidade celular e integridade da membrana, através da marcagédo com o Kit Live/Dead.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (1a) Células controle; (1b) Células tratadas com metanol 70% por 30’ (2a) Células tratadas com a ICsq de MBHS5; (2b) 2x ICsq de MBHS5; (3a) ICsy de MBH7; (3b)
2x 1Csy de MBH7; DIC, imagem obtida através de contraste interferencial (Differential Interference Contrast); Ca/EthD-1, Sobreposi¢do das imagens da marcacdo para
Calceina (verde) e do Homodimero de Etidio-1 (vermelho).
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4.6.2 Rodamina 123 e MitoSOX "™

Objetivando avaliar os possiveis efeitos causados pelos adutos Morita-Baylis-Hillman
sobre o potencial da membrana mitocondrial (Awym) e a producdo de radicais superdxido,
células tratadas e controles foram submetidas & marcacdo com a Rodamina 123 e o
MitoSOX ™", respectivamente.

Como resultado, as células controle apresentaram uma marcacdo intensa da
mitocondria pela Rodamina 123 (Figura 15.1a e 16.1a). Células tratadas com metanol por
sua vez, apresentaram uma marcacdo difusa e inespecifica (Figura 15.1b e 16.1b). Com
excecdo do composto MBH7, que apresentou uma marcagdo semelhante ao controle (Figura
16.3b), foi observada uma diminui¢do no numero de células marcadas e na intensidade da
fluorescéncia pode ser observada em todos os parasitas tratados com a ICso dos adutos
(Figura 15.2a, 15.3a, 16.2a). Dos compostos analisados apenas MBH7 apresentou uma
marcagdo semelhante ao controle (Figura 16.3b). A incubagdo com 2x ICsy dos compostos
resultou na diminuicdo da fluorescéncia para todos os compostos, sendo essas alteracbes mais
evidentes nos adutos MBH5 e MBH7 (Figura 16.2b e 16.3b). No entanto, drésticas
alteragcBes morfoldgicas foram observadas na maioria das células nesta concentracdo sendo a
marcacao presente apenas em células bem preservadas.

Para avaliar se as alteracdes no potencial de membrana mitocondrial (A wym) vistas na
marcacdo com a Rodamina 123 estavam relacionadas a um aumento na producdo de radicais
superdxidos nesta organela, células controles e tratadas foram submetidas a marcacdo com o
marcador MitoSOX ™. Como esperado, pouca ou nenhuma marcagéo foi observada nas células
controles (Figura 17.1a e 18.1a), enquanto que células tratadas com o perdxido de hidrogénio
apresentaram uma intensa fluorescéncia em todo o corpo do parasita (Figura 17.1b e 18.1b).
Pouca marcacdo para 0 MitoSOX  foi observada em células tratadas com a ICsy dos
compostos MBH1, MBH2 e MBHS5. Células tratadas MBH7, no entanto, mostraram uma
marcacgdo pontual no cinetoplasto, nesta concentragdo. (Figura 18.3a). Um aumento gradual
no numero de células positivas para este marcador pode ser observado nos parasitas tratados
com 2x 1Csp dos adutos de todos os compostos (Figura 17.2b, 17.3b, 18.2b e 18.3b), sendo

esta marcacgéo presente apenas nas celulas alteradas morfologicamente.
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Figura 15 — Efeito dos adutos MBH1 e MBH2 no Awym, através da marca¢do com a Rodamina 123.
DIC Rhol123 DIC

0 um 25

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (1a) Células controle; (1b) Células tratadas com metanol 70% por 30’ (2a) Células tratadas com a 1C5, de MBH1,; (2b) 2x I1Cs, de MBH1,; (3a) 1C5, de MBH2; (3b)

2x 1Csy de MBHZ2; DIC, imagem obtida através de contraste interferencial (Differential Interference Contrast); Rhol123, imagens obtidas no canal correspondente a

fluorescéncia da Rodamina 123.
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Figura 16 — Efeito dos adutos MBH5 e MBH7 no A ym, através da marcagido com a Rodamina 123..
DIC Rho123

= 3a

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (1a) Células controle; (1b) Células tratadas com metanol 70% por 30° (2a) Células tratadas com I1Cs, de MBHS5; (2b) 2x IC5, de MBHS5; (3a) I1Cso de MBH7; (3b)

2x 1Csy de MBH7; DIC, imagem obtida através de contraste interferencial (Differential Interference Contrast); Rhol123, imagens obtidas no canal correspondente a
fluorescéncia da Rodamina 123.

(.4
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Figura 17 — Efeito dos adutos MBH1 e MBH2 na producao de ROS, através da marcagdo com 0 MitoSOX™,
MitoSOX™ DIC ' _ MitoSOX™

0 um-.25

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (1a) Células controle; (1b) Células tratadas com H,O, por 20’ (2a) Células tratadas com ICs, de MBH1,; (2b) 2x 1Csy de MBH1,; (3a) 1Cso de MBH2; (3b) 2x ICsq
de MBH2. DIC, imagem obtida através de contraste interferencial (Differential Interference Contrast); MitoSOX, imagens obtidas no canal correspondente a fluorescéncia do
MitoSOX™,
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Figura 18 — Efeito dos adutos MBH5 e MBH7 na produgédo de ROS, através da marcagdo com 0 MitoSOXT™,
MitoSOX™ DIC . MitoSOX™

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (1a) Células controle; (1b) Células tratadas com H,0, por 20’ (2a) Células tratadas com a ICs, de MBHS5; (2b) 2x 1Cso de MBH5; (3a) 1Cso de MBH7; (3b) 2x ICsg
de MBH?7. DIC, imagem obtida através de contraste interferencial (Differential Interference Contrast); MitoSOX™, imagens obtidas no canal correspondente a fluorescéncia
do MitoSOX™,
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4.6.3 Laranja de Acridina

Para analisar a acdo dos compostos sobre os compartimentos acidos ou basicos, foi
utilizado a laranja de acridina (AO), um fluorocromo que se liga a organelas acidicas (como
os lisossomos e acidocalcisomas) emitindo fluorescéncia na faixa do vermelho e ao DNA do
parasita, emitindo intensa fluorescéncia na faixa do verde.

Células controles submetidas a marcacdo com a laranja de acridina (Figuras 19.1 e
20.1) mostraram uma incorporacdo significativa deste corante, com ndcleo e cinetoplasto dos
parasitas apresentando uma forte marcacédo verde, e o citoplasma uma fraca fluorescéncia.
Compartimentos acidicos, evidenciados por forte sinal fluorescente na faixa do vermelho,
foram visualizados na por¢éo posterior do protozoario. Significantes alteracdes no padréo e na
intensidade de marcacdo para a AO foram observadas em células tratadas com os adutos.
(Figuras 19.2a, 19.3a e 20.2a e 20.3a). Células tratadas mostraram diminui¢&o na intensidade
da fluorescénia no canal verde de maneira dose-dependente seguida de um aumento da
fluorescéncia em corpartimentos acidicos (marcados em vermelho). Em algumas células
tratadas com os compostos MBH5 e MBH7 foi possivel observar a fusdao dos compartimentos
acidicos dando origem a grandes compartimentos, com o deslocamento gradativo da
marcacdo em vermelho da porcdo posterior para a regido perinuclear e do cinetoplasto
(Figura 19.2b, 20.2b, 20.3a e 20.3b) Células tratadas com 2x ICs, apresentaram perda
significativa na fluorescéncia verde do citoplasma e em alguns casos, do cinetoplasto e do
nacleo. Nas células marcadas com MBH2 foi possivel observar perda dos dois marcadores
provavelmente causada pela ruptura das células e liberacdo do marcador para o sobrenadante
da cultura (Figura 19.3b).
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Figura 19 — Microscopia confocal de células tratadas com adutos MBH1 e MBH2 apds a marcacao com a laranja de acridina.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (1) Células controle; (2a) Células tratadas com alCsy de MBH1; (2b) 2x 1Csy de MBHL1; (3a) 1x 1Cso de MBH2; (3b) 2x 1Cso de MBH2. Nota-se nos tratamentos
com 2x ICsy dos compostos a presencga de células com morfologia alterada, evidente em 2b. DIC, imagem obtida através de contraste interferencial (Differential Interference
Contrast); AO, imagens obtidas no canal correspondente a fluorescéncia da laranja de acridina.
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Figura 20 — Microscopia confocal de células tratadas com adutos MBH5 e MBH7, submetidas a marcagdo com a laranja de acridina.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (1) Células controle; (2a) Células tratadas com 1x ICsq de MBH5; (2b) 2x 1Cso de MBHS5; (3a) 1x 1Cso de MBH7; (3b) 2x 1Cso de MBH7Y. Nota-se nos tratamentos
com 2x ICsy dos compostos a presenca de células com morfologia alterada, evidente em 3b. DIC, imagem obtida através de contraste interferencial (Differential Interference
Contrast); AO, imagens obtidas no canal correspondente a fluorescéncia da laranja de acridina.
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4.7 Andlise Ultraestrutural

A Figura 21 mostra a fotomicrografia de uma forma epimastigota controle
apresentando uma morfologia caracteristica para esta fase evolutiva: O citoplasma bastante
granular e homogéneo, o nucleo arredondado bem preservado com cromatina e nucléolos
evidentes pode ser observado na regido central do parasita.. Perfis de mitocéndria também
podem ser observados, com o cinetoplasto em forma de bastdo localizado na por¢éo anterior
ao nacleo, na area onde o flagelo emerge. Em detalhe pode-se observar organelas com um
formato esférico, delimitada por uma unidade de membrana e localizada na por¢do posterior

do parasita, denominadas reservossomos.

Figura 21 - Fotomicrografia de T. cruzi — forma epimastigota

-

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Ultraestrutura de uma forma epimastigota de T. cruzi mostrando um corpo alongado, citoplasma
homogéneo e mitocondria (M) bem preservada. (N) Nucleo (K) Cinetoplasto. Detalhe: Reservossomos bem
delimitados, por uma unidade de membrana (R) Barra — 500nm
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Formas epimastigotas tratadas com 1x 1Csq dos adutos apresentaram poucas alteragdes
em relacdo as células controles. No entanto, ja é possivel identificar mudangas em organelas
como o Complexo de Golgi (Figura 22A) e mitocondria (Figura 23A), as quais ja
apresentavam algum grau de desorganizacdo. Um achado interessante foi a fusdo de
compartimentos semelhantes a acidocalcisomas com a membrana do cinetopasto e liberacdo
do seu contetido eletrondenso para espaco intermembranar em células tratadas com a IC50 do
aduto MBH2. O tratamento das células com o dobro da concentragdo dos adutos, no entanto,
levou a uma intensa desorganizacdo celular, com vacuolizacdo do citoplasma e perda de
contetdo citoplasmatico levando ao aparecimento de grandes espagos eletronluscentes,
compativeis com a perda da integridade da membrana e morte celular por necrose (Figura
22B, 22D, 23B e 23D). A mitocondria dos parasitas foi a organela mais drasticamente
afetada, sendo as alteracBes nesta estrutura ja observada em células tratadas com 1 x 1C50.
Aparecimento de figuras de mielina nesta organela, desorganizacdo das cristas mitocondriais,
com perda de material da matriz e aumento do volume e algumas vezes rupturas desta
organela, foram os efeitos mais proeminentes dos adutos. Na maioria das células tratadas com
ambas as concentracdes do composto MBH7 pode-se observar a intensa fragmentacdo da
mitocdndria como um efeito especifico deste composto. Fendtipo consistente com processos
autofagicos como o aumento de perfis de reticulo endoplasmatico circundando material
parcialmente degradado ou organelas como resservossomos também foram comumente

observadas nas células tratadas com os adutos
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Figura 22 - Efeito dos adutos MBH1 e MBH2 sobre formas epimastigotas de T. cruzi

A |2 “'11-3.. st v",j:""""

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) ICs, do MBH1: Célula apresentando poucas modificacbes em relacdo ao controle, com
mitocdndrias integras e desorganizacdo do Complexo de Golgi (G); (B) 2x ICso do MBH1.: Intensa vacualizacdo
e ruptura da mitocéndria com degradacdo do cinetoplasto pode ser observada (K), rompimento da membrana
plasmatica (seta) e a presenca de reticulos edoplasmatico por todo citoplasma também s&o visualizados (+); (C)
IC5, do MBH2: Semelhante ao controle, entretanto apresenta uma estruturas semelhantes ao acidocalcissoma (A)
em processo de fusdo com o cinetoplasto (seta); (D) 2x 1Cso do MBH2: Alteracdo significativa na mitocéndria,
com surgimento de espacos eletroluscentes dentro da organela (¥¥) e rompimento da membrana plasmética
(seta). (A) Acidocalcissoma (K) Cinetoplasto. Barra — 500nm.
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Figura 23 - Efeito dos adutos MBH5 e MBH7 sobre formas epimastigotas de T. cruzi

e P

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) 1x ICsy do MBHS5: Inchago mitocondrial (M), apresentando figuras mielinicas no seu interior
(seta) e reservossomos atipicos (B) 2x 1Cso do MBHS5: Alteragdes significativas na mitocondria, com perda das
cristas mitocondriais (M), surgimento de espagos eletronluscentes (+), reservossomos mais eletrodensos (R) e
perfis membranosos envolvendo organelas (C) ICsg do MBH7: Célula apresentando um Complexo de Golgi
bem preservado (G), reservossomos enolvidos por perfis membranosos (R) e citostoma contendo material
eletrodenso (C) Detalhe: Reservossomo (R) apresentando inclusdes lipidicas e envolvimento por membranas (D)
2x 1Csy do MBH7: Célula com ntcleo retraido (N) e reservossomos na regido perinuclear (R) (E) 2x ICsy do
MBH7: Parte de uma célula mostrando intensa fragmentacdo da mitocéndria (M) e surgimento de membranas
concentricas no interior desta organela (*). Barra — 500nm
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5 DISCUSSAO

Doencas parasitarias, como a tripanossomiase americana, continuam sendo um enorme
obstaculo para o desenvolvimento social e econdmico em populagdes menos favorecidas,
contribuindo para os altos indices de endemicidade, morbidade e mortalidade associadas a
esta doenca. Atualmente, ndo existe uma vacina disponivel para o tratamento e sua
quimioterapia restringe-se a uma Unica droga, 0 benznidazol, que apresenta uma baixa
eficacia na fase crbnica, severos efeitos colaterais e casos de cepas resistentes ao tratamento
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2012). Além destes agravos, o descaso por parte das
industrias farmacéuticas na producdo de novos quimioterapicos fortalece a presenca da
tripanossomiase americana no grupo de doencas tropicais negligenciadas. Dentro deste
panorama a prospeccdo de novos agentes quimioterapicos ainda se faz necessaria.

Os compostos oriundos da reacdo Morita-Baylis-Hillman tém despertado o interesse
da quimica medicinal nos altimos anos devido a sua versatilidade e atividades biologicsa
contra diversos agentes patogénicos ja reconhecidas na literatura (LIMA-JUNIOR;
VASCONCELLOQOS, 2012). No presente trabalho nds avaliamos os efeitos de seis adutos
Morita-Baylis-Hillman sobre as diferentes formas evolutivas do T. cruzi e sobre células de
mamiferos.

Em geral, nossos resultados mostraram que as formas tripomastigotas foram um pouco
mais susceptiveis ao tratamento quando comparado com as formas epimastigotas. Esta
diferenca de susceptibilidade entre as formas epimastigotas e tripomastigotas tem sido
relatada na literatura para outras drogas, como produto de diferencas bioquimicas e da
permeabilidade da membrana, o que pode resultar em uma maior resisténcia das formas
epimastigotas ao tratamento com as drogas (DE SOUZA et al., 1999). No presente trabalho
foi utilizado o aduto MBH3 (2-[Hydroxy(2-Nitrophenyl)Methyl]Acrylonitrile) como um
controle-cego para nossas anélises, resultando em valores de 6.53 + 1.3 yg/mL e 552 + 0.4
pg/mL para 1Cso72noras € LCsoranoras, respectivamente. Os resultados encontrados estdo em
conformidade com os relatados na literatura para este composto, com uma ICsg72noras d€ 6.0
pMg/mL e LCspanoras de 5.36 pg/mL (SANDES et al. 2010), mostrando a reprodutividade e
validade dos nossos experimentos

Ao relacionar as atividades bioldgicas dos adutos com suas formulas estruturais
observamos que 0s compostos que contém um radical nitro ligado ao benzeno (MBHL,
MBH2 e MBH3) sdo mais ativos frente ao protozoario que os que contém radical piridina
(MBH4, MBH5 e MBH®6). Consistentemente, a importancia do radical nitro na eficacia de
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compostos com atividade antiparasitaria tem sido relatada na literatura, sendo esta atribuida a
biorreducdo do NO,, com formacdo de radicais livres e consequente estresse oxidativo nos
parasitas (PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009). Além disso, foi possivel observar que a
posicdo destes grupos funcionais também influenciou de maneira significativa a eficacia
destes compostos. Por exemplo, dentre os adutos que apresentavam o radical piridina, o
MBH5 que continha 0 grupamento na posi¢do meta apresentou uma atividade mais acentuada,
em relacdo aos demais do mesmo grupo. Adicionalmente, a presenca do radical halogénico
bromo no aduto MBH?7, substituindo o radical NO, no composto MBH1 causou uma pequena
alteracdo na atividade desta molecula. Esses dados sdo consistentes com os relatados por de
Souza et al. (2007) os quais relaram que a presenca do radical bromo no composto 2-
[Hydroxy(4-Bromophenyl)Methyl]Acrylonitrile resultou em uma atividade leishmanicida
mais elevada quando comparada ao mesmo composto sem este grupo funcional. A
importancia do grupamento bromo em moléculas com atividade tripanocida tem sido relatada
na literatura (PAGLIERO et al. 2010; SILES et al. 2006). Segundo o trabalho de Hernandes et
al. (2010), uma das hipdteses mais populares na quimica medicinal é que a presenca de
radicais halogénicos, como o radical bromo no aduto MBH7, causam alteracGes volumétricas
e conformacionais na estrutura quimica do composto, permitindo uma maior ligacdo com o
seu sitio alvo e uma diferenciacdo na sua atividade.

Um dos requisitos para uma boa droga contra a doengca de Chagas é a sua
especificidade para o agente etioldgico da doenca com pouco ou nenhum efeito adverso para
as células do hospedeiro. Nossos resultados demonstraram que todos o0s compostos
apresentaram citotoxicidade tanto para as células VVero como para os macrofagos peritoneais.
Contudo, quando se compara a citotocixidade para estas células em relagdo aos parasitas
observa-se claramente que os adutos sdo mais seletivos para o protozoario. Dentre os adutos
analisados, apenas dois compostos (MBH4 e MBHG6) apresentaram 1Se < 3 , valores
considerados insatisfatorios para um possivel quimioterapico, segundo Bézivin et al. (2003).
Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por De Souza et al. (2007), os quais
apontaram uma toxicidade consideravel para alguns adutos ativos contra a Leishmania
amazonensis, relacionando a toxicidade com a liberagdo da enzima lactato desidrogenase
(indicadora do processo citotoxico em macrofagos murinos), sendo uma maior toxicidade em
macrofagos atribuida aos compostos que continha um forte grupo elétron-retirador como o
NO,, em adutos MBH1, MBH2 e MBH3 testados em nosso trabalho .

Avaliar a atividade hemolitica em hemacias humanas é uma pratica recorrente nas

pesquisas cientificas envolvendo possiveis candidatos a quimioterapicos, inclusive para o
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Trypanosoma cruzi, tornando-se um pardmetro auxiliar em testes citotoxicos (BARRETT et
al., 2001; SANTOS et al., 2012; VALDEZ et al., 2009). Nossos resultados mostraram que 0s
seis adutos Morita-Baylis-Hillman testados ndo causaram uma hemolise significativa em
relacdo ao controle, contudo, em relacdo aos adutos, a auséncia da atividade hemolitica ndo
excluiu a possibilidade dos adutos atuarem em organelas intracelulares especificas, tais como
mitocondria e nucleo, ausentes nos eritrocitos (KLINKEN, 2002). Estes resultados, mostram
que, a depender do tipo de célula, o efeito citotdxico também pode variar, mostrando a
necessidade de se conduzir experimentos sobre a atividade destes compostos in vivo.

Formas amastigotas correspondem ao estagio evolutivo multiplicativo intracelular
encontrado no hospedeiro vertebrado e intrinsicamente ligado ao desenvolvimento do
parasitismo tissular, sendo de grande importancia para o desenvolvimento da forma cronica da
doenca e na prospeccdo de um novo quimioterapico (CLAYTON, 2010; DE SOUZA, 2002a).
Nossos resultados mostraram que estas formas foram mais susceptiveis a acdo dos adutos
MBH1, MBH2, MBH5 e MBH7, refletindo em menores indices de 1Csoughoras € Maiores
indices de ISe quando comparado as outras formas evolutivas. Novamente, 0 composto
MBH?7 apresentou uma maior atividade antiparasitaria, sequido aos que contém o radical nitro
(MBH1 e MBH3) e por fim o que apresenta o radical piridina (MBH5), condizente com o que
foi visto em artigos anteriores e semelhante aos demais testes realizados (DE SOUZA et al.,
2007; PAGLIERO et al., 2007).

O NO ¢é uma importante molécula para o sistema imune do hospedeiro, apresentando
dentre varias funcbes a defesa contra microorganismos, parasitas e células tumorais de
maneira citotoxica e citostatica (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003; MACMICKING;
XIE; NATHAN, 1997). Apés a ativacdo da expressdo da enzima Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) ocorre a producdo do 6xido nitrico (NO), sendo mensurado pelo seus
produtos oxidados nitrito ou nitrato no sobrenadante da cultura celular (KORHONEN et al.,
2005; MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; PINHO et al., 2011). Através desta molécula,
os macrofagos eliminam parasitas como o Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii,
Leishmania major, Leishmania donovani, Plasmodium sp. e Schistosoma mansoni
(GUTIERREZ et al., 2009). Nossos resultados demonstraram que nenhum aduto testado foi
capaz de induzir alteracdes significativas na producdo deste radical em macrdfagos, quando
comparado ao grupo controle, sugerindo que os efeitos observados nos adutos estejam
relacionados a uma acao direta dos compostos sobre o parasita e ndo uma maior producao de
NO pelos macréfagos. Por outro lado ndo se pode descartar a possibilidade de outros

mediadores imunoldgicos como as interleucinas possam ser ativados ou inibidos pelos adutos.
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De fato Amorim et al. (2013), demonstraram que a agdo leishmanicida de um composto
derivado da reacdo Morita-Baylis-Hillman era devida a uma reducéo das interleucinas IL6 e
IL10, independente de NO. Estas interleucinas reduzem a ativacdo dos macréfagos pela
producdo de TNF-a, resultando na diminui¢do da carga parasitaria.

Tendo em vista que os adutos MBH1, MBH2, MBH5 e MBH7 foram os compostos
mais promissores dentre os experimentos realizados, isto é, apresentaram os menores indices
de ICsp, LCs € 0s maiores indices de seletividade e CCsp, foi realizada a analise em tempo
real da viabilidade celular do parasita através de marcadores como a calceina e 0 homodimero
de etidio presentes no kit Live/Dead®. Nossos resultados mostram uma perda na viabilidade
celular e comprometimento da integridade da membrana plasmatica, compativel com o
fenotipo de morte celular por necrose, em todos os adutos testados de maneira dose
dependente, como observado pela diminuicdo da fluorescéncia da calceina e aumento nas
células EthD1 positivas. O marco deste tipo de morte celular envolve alteracGes dramaticas na
mitocondria incluindo a despolarizagdo mitocondrial, a deplecdo de ATP, geracdo de ROS,
bem como a vacuolizacdo do citoplasma, perda da homeostase de célcio e principalmente
ruptura da membrana plasmatica (ELMORE, 2007; MENNA-BARRETO et al, 2007). No
entanto, a presenca de células negativas para os dois marcadores, ou seja, células inviaveis
sem comprometimento da integridade da membrana sugerem que outros tipos de morte
celular podem estar envolvidos. De fato, estudos tém demonstrado que a necrose pode ocorrer
simultaneamente com outras vias de MCP, como a apoptose e a autofagia, sobrepondo-se em
diferentes momentos do tratamento ou em diferentes concentragdes da droga (LUDER et al.,
2010; MENNA-BARRETO et al., 2009; SANDES et al., 2010).

Dentre as organelas encontradas no Trypanosoma cruzi, a mitocondria pode ser
classificada como uma das principais estruturas alvos para potenciais quimioterapicos, devido
a suas caracteristicas distintas em relacdo as encontradas em mamiferos superiores, além de se
mostrar particularmente sensiveis a acdo de compostos-testes (SHANG et al., 2009). Outra
caracteristica importante atribuida a esta organela é a sua funcdo nos processos de morte
celular, sendo sua alteracdo o ponto de partida para 0s processos como apoptose ou necrose
(FIDALGO; GILLE, 2011; KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). Para verificar se 0s
adutos Morita-Baylis-Hillman atuam nesta estrutura alterando o potencial da membrana
mitocondrial foi utilizado a rodamina 123, um fluorocromo catidnico que é atraido pelo
potencial da membrana mitocondrial de células metabolicamente ativas (HUANG et al.,
2007). Nossos resultados mostraram que a excegdo do composto MBH7, a incubagdo com 0s

adutos causaram alteracdes no potencial mitocondrial, sendo observada uma aparente
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despolarizacéo nas células tratadas com a ICsp . € uma marcagao inespecifica e difusa com 2x
ICsp, resultante da intensa modificacdo morfoldgica causada pelo tratamento. Esta variagdo no
potencial da membrana mitocondrial observado em nossos experimentos pode ser resultado da
acao dos compostos através de diferentes mecanismos que comprometem o metabolismo
energético do parasita, como a inibi¢do da cadeia transportadora de elétrons, o aumento do
blogueio da enzima ATP-sintase, diminuicdo na estimulacdo de proteinas desacopladas ou
diminuicdo na permeabilizacdo da membrana interna desta organela (FIDALGO; GILLE,
2011). Estas alteracGes podem alterar a homeostase intracelular dos ions, causando uma
disfungdo mitocondrial e uma diminuicdo na producdo de ATP levando a perfis de MCP,
como a necrose (ZONG; THOMPSON, 2006).

Outro fator associado as alteracbes no potencial da membrana mitocondrial é a
geracdo de espécies reativas de oxigénio, um produto comum a varias drogas tripanocidas que
atuam nesta organela (KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007; MENNA-BARRETO et
al., 2009). O MitoSOX ", uma sonda fluorescente permeavel e seletiva & mitocondria, ¢
normalmente utilizada como uma sonda na deteccdo de ROS nestas organelas, exibindo um
aumento na intensidade de fluorescéncia no canal correspondente ao vermelho
(KUZNETSOV et al., 2011). A inexisténcia de marcagdo nos controles pode ser devida a
baixa producdo de ROS resultante de um pequeno nimero de elétrons advindos da cadeia
respiratdria que interagem com a molécula do oxigénio (BATANDIER, 2002; KUDIN et al.,
2004). O aumento da fluorescéncia do MitoSox em células tratadas com 2x ICso dos pode ser
resultado da diminuicdo do potencial mitocondrial como observada na marcacdo com a
rodamina 123. Neste sentido, o0 mal funcionamento desta organela pode levar a um escape de
elétrons da cadeia respiratéria, ndo reduziveis a dgua, levando a um aumento na geracdo de
espécies reativas de oxigénio. O surgimento de espécies reativas de oxigénio oriundas da
mitocondria estd associado a fase inicial da morte celular por apoptose, atuando como
mediadores em diversas cascatas de sinalizagdo, além de associar-se a autofagia, através da
expressdo de proteinas autofagicas ATG7 e ATG8 devido ao acumulo ROS (PIACENZA et
al., 2007; YU et al., 2006;).

A laranja de acridina (LA) € um fluorocromo bastante utilizado para avaliacdo em
compartimentos acidicos, emitindo fluorescéncia na faixa do vermelho e também , por se
intercalar com 0 DNA e RNA, como um marcador de alteracdes nucleares . Varios trabalhos
tem utilizado a LA como marcador de compartimentos acidos como 0S reservossomos e
acidocalcissomas em T. cruzi (MENNA-BARRETO et al., 2005; PORTO-CARREIRO et al.,
2000; MONTE-NETO et al., 2011). Adicionalmente tem se demonstrado que este composto é
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capturado em compartimentos vesiculares acidicos como lisossomos e autofagosomos
emitindo forte fluorescéncia na faixa do vermelho (NISHIKAWA et al, 2010). Tratamento
com os adutos causou um intenso esmaecimento da fluorescéncia do citoplasma de forma
dose-dependente, seguido pelo aumento na marcacdo de compartimentos acidicos tratados
com a ICsp dos adutos. A presenca de grandes compartimentos acidicos na regido perinuclear
e do cinetoplasto, pode ser resultante do aumento da atividade autofagica nestas regides, na
tentativa das células de subverter os efeitos da droga pela degradacdo das organelas nédo
funcionais (ALVAREZ et al., 2007; KESSLER et al., 2013). Consistentemente, a analise
através da microscopia eletrénica de transmissdo mostrou a presenca de compartimentos
semelhantes a acidocalcisoma se fundindo com cinetoplasto e liberando o seu contetdo no
espaco intermembranar desta organela. A diminuicdo na fluorescéncia, nas células tratadas
com 2x ICsy sugere a perda da integridade da membrana plasmatica, levando a morte do
parasita.

Para aprofundar as nossas analises no sentido de elucidar os mecanismos de a¢do dos
adutos e identificar os alvos de acdo do adutos, uma analise ultraestrutural por microscopia
eletronica de transmissdo foi realizada. As analises mostraram que a maioria das alteracdes
morfolégicas observadas foram comuns a todos os adutos, sendo mais proeminentes no dobro
da 1Cso. Como observado pelo MET, parasitas incubados na presenca da 1Csy dos adutos néo
mostraram mudangas morfoldgicas consideraveis, entretanto alteragdes na mitocondria podem
ser observadas nas menores concentracdes. Este dado corrobora com nossas observacoes da
microscopia confocal mostrando que uma diminuicdo no potencial da membrana
mitocondrial, como revelado pelo Rho123, precede a morte celular dos parasitas. Grandes
mudancas morfoldgicas compativeis com a perda da viabilidade celular e morte celular por
autofagia foram comumentes observadas em células tratadas com 2x ICsy dos adutos. Este
fenotipo estd de acordo com a diminuicdo da calceina e 0 aumento no numero de células
EthD-1 positivas como observada pds-marcacao com o Live/Dead. Intenso inchaco com perda
do material mitocondrial, ruptura do kDNA, desorganizacdo da membrana interna da
mitocondria formando figuras mielinicas foram observadas em todas as células tratadas. Estes
efeitos foram mais proeminentes em parasitos tratados com 2x 1Cs, do MBH7.

Estudos prévios mostraram que os tipos de danos mitocondriais observados pos-
tratamento, como 0 aumento dos espagos eletronluscentes na matrix e o inchago da organela,
além do surgimento de vesiculas eletrodensas podem estar associados a diminui¢ao dos niveis
de ergosterol (LAZARDI et al., 1990; SANTA-RITA et al., 2004; MENEZES et al., 2006).

De fato, Rodrigues et al. (2002) mostraram que a membrana mitocondrial, diferente da
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membrana mitocondrial de mamiferos, possui uma grande quantidade de esterdis, necessarias
para a viscosidade, estabilidade e atividades energéticas desta estrutura, se tornando uma
organela fragil e propensa a ruptura quando se encontra deficiente em ergosterol (VANNIER-
SANTOS; DE CASTRO, 2009).

Apesar dos avangos da ciéncia, especialmente no campo da quimica orgéanica, terem
criado maiores possibilidades para o desenvolvimento de novos farmacos, apenas 21 (1.3%)
dos 1556 novos farmacos desenvolvidos entre os anos de 1975 e 2004 foram para o
tratamento de doencas tropicais (CHIRAC; TORREELE, 2006). Desta forma, a busca por
novas moléculas ainda é de grande interesse e os resultados aqui apresentados mostram o
potencial da reacdo Morita-Baylis-Hillman como uma fonte promissora na busca de agentes
tripanocidas, especialmente os adutos MBH1, MBH2, MBH5 e MBH7, devido a sua
seletividade e atividade significativa frente as trés formas evolutivas do protozoario. Contudo,
h& a necessidade de testes in vivo e estudos complementares sobre o mecanismo de acdo

responsavel por essa atividade antiparasitaria.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

9)

Os adutos Morita-Baylis-Hillman testados foram capazes de inibir o crescimento de
formas epimastigotas e inviabilizar formas tripomastigotas, sendo os adutos MBH1,
MBH2, MBH5 e MBH7 mais promissores;

Embora tenham se mostrado mais seletivos ao parasita do que as células de
mamiferos, os adutos Morita-Baylis-Hillman apresentaram uma moderada toxicidade

em relacdo aos macrofagos e células Vero;

A baixa atividade hemolitica dos compostos sugere que a membrana plasmatica das

células hospedeiras néo é o alvo preferencial de acdo dos adutos;

A maior susceptibilidade das formas amastigotas ao tratamento com os adutos sugere

gue os adutos possam apresentar uma maior eficacia na fase cronica da doenca;

Os compostos ndo foram capazes de induzir alteracdo na producdo NO em
macrofagos, sugerindo que os efeitos observados sejam relacionados a uma acéo direta

dos compostos ao parasita e ndo a uma acao relacionada a este radical em macrofagos;

As analises de microscopia confocal a laser e microscopia eletrdnica de transmissédo
apontam a mitoc6ndria como organela alvo para esta classe de compostos, e indica a
necrose (para 0 MBH1 e MBH2) e a autofagia (para os adutos MBH1, MBH2, MBH5

e MBH7) como mecanismo de morte celular do parasita;

Nossos dados sdo sugestivos para a utilizacdo dos adutos Morita-Baylis-Hillman no
tratamento da tripanossomiase americana. Contudo, estudos futuros ainda sédo
necessarios para melhor elucidacdo dos mecanismos de acdo desta classe de

compostos, assim como testes in vivo.
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Anexo A — Parecer do CEUA/CPgAM

VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
Comissao de Etica no Uso de Animais
IL CEUA-FIOCRUZ

Y
— 1
_” l | ]_[ MINISTERIO DA SAUDE / FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

CERTIFICADO

Certificamos que o protocole intitulado :

" Estudo dos efeitos de compostos naturais e sintéticos sobre tripanosomatideos. "

numero P-427/07, proposto por Regina Célia Bressan Queiroz Figueiredo, foi
licenciado pelo N° L-001/08.

Sua licenga de N° L-001/08 autoriza o uso anual de :

- 2 Oryctolagus cuniculus - 400 Mus musculus

Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal ( COBEA )
e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ( CEUA -
FIOCRUZ). Na presente formatagdo, este projeto esta licenciado e tem
validade até 19 de fevereiro de 2012 .

Rio de Janeiro, 24/0$/2008
/ 7
Dra. Norma Vollmer Laparthe

Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ



