FUNDACAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ
FIOCRUZ

Curso de Pés-Graduacdo em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa

Tese de Doutorado

Uso combinado da curcumina com o dissulfiram e seu metabolito, DETC
na quimioterapia antimalarica experimental: novos rumos terapéuticos

ALENE VANESSA AZEVEDO DOS SANTOS

Salvador — Brasil
2013



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ

Curso de P6s-Graduacgdo em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa

Uso combinado da curcumina com o dissulfiram e seu metabdlito, DETC, na quimioterapia
antimalarica experimental: novos rumos terapéuticos

ALENE VANESSA AZEVEDO DOS SANTOS

Professor-orientador: Dr. Marcos André Vannier dos Santos
Professora-orientadora: Dra. Milena Botelho Pereira Soares

Tese de doutorado apresentada ao Curso de
Pds-graduacdo em Biotecnologia em

Salde e Medicina Investigativa para

a obtencéao do grau de Doutor.

Salvador — Brasil
2013



Ficha Catalogréafica elaborada pela Biblioteca do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

Santos, Alene Vanessa Azevedo
S237u Uso combinado da curcumina com o dissulfiram e seu metabdlito, DETC na
quimioterapia antimalarica experimental: novos rumos terapéuticos / Alene Vanessa
Azevedo Santos - 2013.
134 f.; 30 cm.

Datilografado (fotocopia).
Tese (doutorado) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz, 2013.
Orientador: Prof. Dr. Marcos André Vannier dos Santos, Laboratério de Laboratério
de Biologia Parasitaria.

1. Plasmodium falciparum. 2. Quimioterapia. 3. Dietilditiocarbamato. 4.
Curcumina. 4. Antimalaricos. 1.Titulo.

CDU 616.936:615.285




Ando devagar
Porque jd tive pressa
E levo esse sorriso
Porque jd chorei demais
Hoje me sinto mais forte,
Mais feliz, quem sabe
S0 levo a certeza
De que muito pouco sei,
Ou nada sei
& preciso amor
Pra poder pulsar
& preciso paz pra poder sorrir
& preciso a chuva para florir
Penso que cumprir a vida
Seja simplesmente
Compreender a marcha
E ir tocando em frente
Todo mundo ama um dia,
Todo mundo chora
‘Um dia a gente chega
E no outro vai embora
Cada um de nds compde a sua historia
Cada ser em si
Carrega o dom de ser capaz
E ser feliz

Almir Sater
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Resumo

A maléria ¢ uma doenca que acomete milhfes de pessoas no mundo e estd relacionada a paises
subdesenvolvidos. O uso de medicamentos continua sendo a forma mais eficaz de tratamento e controle da
doenca. Entretanto, varios parasitos vém apresentando resisténcia contra os quimioterapicos disponiveis.
O uso clinico frequente destes farmacos, por muitas décadas, em extensas areas endémicas favorecem a
selecdo de cepas resistentes, responsaveis pelos casos refratarios, cada vez mais comuns. A Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) preconiza que o tratamento da maléria seja feito através da combinagdo de
farmacos na tentativa de diminuir a selegdo de cepas resistentes. No presente estudo, apresentamos a
combinagéo de dois compostos que demonstraram efeito promissor na quimioterapia da maléria, in vitro e
in vivo. Estudos mostraram que um dos compostos, o dietilditiocarbamato de sodio (DETC) e o seu
precussor, o dissulfiram foram capazes de reverter o fen6tipo de resisténcia, inibindo a atividade de
glicoproteinas P. Outra propriedade importante é a capacidade destes farmacos inibirem a atividade
superoxido dismutase. As células infectadas, o protozoario per se e o plasma dos pacientes apresentam
esta enzima, a qual constitui um fator de viruléncia e marcador de quadros graves de maléria. Outro
composto empregado, produto natural curcumina, testado em Plasmodium sp., demonstrou atividade
antimalarica. Objetivamos avaliar se a combinacdo entre os dois compostos poderia ser uma alternativa na
quimiterapia antimalérica. A curcumina, o DETC e o dissulfiram demonstraram agdo antimalarica in vitro
com ICsy de 9,22, 35,5 e 20,2 uM, respectivamente. As combinagdes destes farmacos mostraram efeito
antimalarico altamente sinergistico, com valor de Concentragdo Inibitoria Fracionada (FIC) de 0,000175
entre o DETC e a curcumina e 0,00028 entre o dissulfiram e a curcumina, bem como nos isobologramas.
As medidas de citotoxicidade revelaram a ICso do DETC na combinacéo de 63,10 puM, enquanto que na
proliferagdo de P. falciparum in vitro a combinagdo com Curcumina a ICs, do DETC obtido foi de
0,00621 puM, demonstrando que a combinacdo é cerca de 10.000 vezes mais toxica para 0s parasitos do
que para as células de mamifero, sem apresentar atividade hemolitica. O indice de seletividade calculado
para a combinagdo foi de 10.161,03. A citotoxicidade do dissulfiram na combinacdo ndo apresentou um
efeito dose-resposta, 0 que impossibilitou a determinacdo da ICs, bem como o célculo do indice de
seletividade. A curcumina inibiu a formacdo de hemozoina na mesma faixa de concentracdo que a
cloroquina e induziu a formacdo de espécies reativas de oxigénio, detectaveis por microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo, nos parasitos. A analise ultraestrutural demonstrou alteragdes de
compartimentos da via endocitica e de formacdo de hemozoina, corroborando as dosagens bioquimicas.
Os experimentos em camundongos (Mus musculus) com Plasmodium berghei demonstraram que os dois
farmacos tiveram atividade antimalérica inferior a da cloroquina, mas a combina¢do Curcumina-DETC
teve atividade aumentada (mais de 40% de promogéo da sobrevivéncia), aproximando-se da atividade da
cloroguina. Estes resultados sugerem que combinagdes de curcumina com DETC podem constituir
promissoras alternativas terapéuticas na malaria humana.

Palavras-chave: Plasmodium falciparum, quimioterapia, dietilditiocarbamato de s6dio, curcumina
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Abstract

Malaria is a disease affecting millions of people worldwide and is associated to underdeveloped countries.
The use of medication remains the most effective treatment and control of the disease. However, many
parasites are showing resistance against the chemotherapeutic available. The frequent clinical use of these
drugs for many decades, in large endemic areas has favored the selection of resistant strains, responsible
for increasingly common refractory cases. The World Health Organization (WHQO) recommends that
malaria treatment to be carried out through a combination of drugs in order to reduce the selection of
resistant strains. In this study, we employed a combination of two drugs already tested in humans for a
long time, which showed promising effects in chemotherapy of malaria both in vitro and in vivo. One of
the compounds, sodium diethyldithiocarbamate (DETC) was tested in models of malaria and has a
property very relevant to this infection, as it is able to revert the resistance phenotype by inhibiting the
activity of P-glycoproteins. Another property of major importance is the ability of the drug to inhibit
superoxide dismutase activity. Cells infected with the protozoan per se and plasma of patients exhibit this
enzyme, which is a virulence factor and marker of severe malaria. The other compound used is the natural
product curcumin has been tested in Plasmodium sp. and has demonstrated considerable antimalarial
activity. Curcumin, DETC and dissulfiram showed antimalarial activity in vitro with 1Cs, of 9,22, 35,5 and
20,2 uM, respectively. Combinations of these drugs showed highly synergistic antimalarial effect, as
demonstrated by the value of Fractional Inhibitory Concentration (FIC) of 0.000175 and 0,00028
dissulfiram woth curcumin and isobolograms plotting. The measures of cytotoxicity, as measured via
incorporation of [H*] thymidine by murine splenocytes revealed ICs, of DETC the combination of 63,10
MM, whereas the proliferation of P. falciparum in vitro curcumin combination with the ICsy of DETC
obtained was 0,00621 M, showing that the combination is over 10,000 times more toxic to the parasites
than for mammalian cells without showing hemolytic activity. Dissulfiram combined with curcumina does
not present a dose response curve. The selectivity index was calculated for the combination of 10.161,03.
Curcumin inhibited the formation of hemozoin in the same concentration range as chloroquine and
induced the formation of reactive oxygen species in intracellular parasites, detectable by fluorescence
microscopy and flow cytometry. The ultrastructural analysis showed changes in compartments of
endocytic pathway and formation of hemozoin, corroborating the biochemical measurements. The
experiments conducted in vivo, using the infection of mice (Mus musculus) by Plasmodium berghei
showed that the two drugs had antimalarial activity below the positive control with chloroquine, but the
combination Curcumin-DETC had increased activity (over 40% survival promotion), approaching the
activity exerted by chloroguine. These results suggest that combinations of curcumin with DETC may
comprise a promising therapeutic alternative for human malaria.

Key-words: Plasmodium falciparum, chemotheraphy, sodium diethildithiocarbamate, curcumin
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16

1.INTRODUCAO
A maléria é uma doenca infecciosa grave, causada por parasitas do género Plasmodium. Existem

relatos da doenca desde 2700 a.C. em escritos do Egito e China. Dentre as doencas infecciosas, é
a que teve maior impacto na histéria mundial, influenciando inclusive guerras, movimentos

populacionais, o crescimento e declinio de na¢gdes (GARCIA, 2010).

Existem cinco espécies que acometem o homem, séo elas: Plasmodium falciparum, o mais
comum e 0 que causa 0 maior nimero de mortes; Plasmodium vivax, responsavel por 77% das
infeccbes nas Américas; Plasmodium malariae, Plasmodium ovale (PAHO, 2007) e,
recentemente, foi descrita infecgéo natural de seres humanos pelo P. knowlesi JONGWUTIWES
et al., 2004; SINGH et al., 2004), uma espécie que até entdo era descrita apenas como parasita de

primatas ndo humanos.

Em todos os continentes existem regides com risco potencial de transmissdo da maléria, mas as
regibes tropicais sao as mais afetadas pela doenca. Ela é endémica em 90 paises, nos quais vivem
aproximadamente 2,57 bilhGes de pessoas. Isso representa 37% da populacdo mundial em areas
de risco. Destas, 1,13 bilhGes vivem em &reas de transmissdo instavel, os outros 1,44 bilhdes
vivem em areas onde a transmissao é estavel (GETHING et al., 2011). O grau de endemicidade é
bastante diverso, chegando a variar dentro de uma mesma regido. Baseado na taxa de
endemicidade, as faixas etarias mais afetadas sdo diferentes. Em regides onde as taxas sdo altas,
0s principais acometidos sdo crian¢as com menos de 5 anos de idade; ja em regides onde a taxa é

baixa, a doenga acomete todas as faixas etarias (MILLER et al., 1994).

Até entdo, ndo existe vacinacdo para esta enfermidade e, devido a isso, a terapia baseada em
medicamentos continua sendo a melhor opcdo para o tratamento e controle. A quimioterapia da
malaria esta direcionada, principalmente, contra as formas eritrociticas do parasito (KAUR et al.,
2010).

As drogas quinolinicas sdo, historicamente, as mais importantes introduzidas no combate a
maléria (KAUR et al., 2010). Os quimioterapicos a base de quinolinas sdo bases fracas,

anfifilicas, que rapidamente penetram no eritrocito infectado e se acumulam no interior do



17

vacuolo digestivo do parasito (compartimento acido) (YAYON, CABANTCHIK e GINSBURG,
1984). Apds o acumulo, ocorre rdpida protonagdo da base, elevando o pH do vacutolo (GEARY,
JENSEN e GINSBURG, 1986). A elevacdo do pH vacuolar inativa as enzimas e impede a sintese
da hemozoina (pigmento malarico) (KROGSTAD, SCHLESINGER e GLUZMAN, 1985). Existe

na literatura bastante discusséo e controvérsias sobre o real mecanismo de agao da cloroquina.

Desde os anos 50 existem relatos de resisténcia do parasito ao tratamento com cloroquina. O uso
frequente e prolongado de farmacos antimalaricos em extensas areas endémicas favorece a
selecdo de cepas resistentes, que ocasionam casos refratarios, cada vez mais comuns. Essa
resisténcia tem se tornado o principal problema no controle da doenca. Resisténcia in vivo ja foi
reportada no uso de todos os medicamentos indicados para tratar a doenca (FAROOQ e
MAHAJAN, 2004). Atualmente, vem sendo descrita a reducao da sensibilidade do P. falciparum
ao tratamento com artemisinina (YEUNG et al., 2008; DONDORP et al., 2010).

O ndmero de casos resistentes ao arsenal terapéutico disponivel levou a necessidade da
descoberta de novos compostos que apresentem atividade contra o Plasmodium falciparum.
Outro grande problema é que nenhuma nova classe de droga foi introduzida para o tratamento
desde 1996. A identificacdo e validacdo de novos alvos para o tratamento irdo auxiliar na luta
contra a resisttncia (DANDAPANI et al., 2012). Atualmente, novos medicamentos
estruturalmente distintos dos ja existentes sdo o foco dos estudos para desenvolvimento de
quimioterapicos (GUIGUEMDE et al., 2012).

A OMS preconiza, para o tratamento desta enfermidade, o emprego de combinagdes de dois ou
mais farmacos, com mecanismos de acdo autdbnomos e diferentes alvos bioguimicos. Esse tipo de
combinacdo terapéutica potencializa os efeitos sobre o parasito, diminuindo a probabilidade da
selecdo de individuos resistentes (OMS, 2006).

Atualmente, existe uma tendéncia ao uso de drogas ja aprovadas pelo FDA (Food and Drug
Administration) e OMS, bem como Ministério da Saude e ANVISA, para novos usos na clinica
(CHAVALLI et al., 2012). Entre estes farmacos, o disulfiram (e consequentemente o DETC ou

dietilamina-N-carboditioato de sodio) tem atividade antiparasitaria contra Trypanosoma brucei e
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T. rhodesiense (WILLIAMSON e SCOTT-FINNIGAN, 1978); Trypanosoma cruzi (LANE et al.,
1996); Leishmania (proposto por NAMAZI, 2008 e demonstrado por KHOURI et al., 2010)
Giardia lamblia (NASH e RICE, 1998); Trichuris muris (HILL e FETTERER, 1997),
Plasmodium falciparum (SCHEIBEL et al., 1979; MESHNICK et al., 1990) e capacidade de

potencializar a acdo antimalérica de cloroquina in vivo (DEHARO et al., 2003).

A curcumina tem atividade antimalérica relatada (HADDAD et al., 2011; AKHTAR et al., 2012)
e vem sendo empregada em combinacdo com drogas antimalaricas (MIMCHE et al., 2011;
ADITYA et al., 2012; ISACCHI et al., 2012; MARTINELLI et al., 2008; NANDAKUMAR et
al., 2006). Ministrada com artemeter, pode evitar as recrudescéncias da infeccdo murina por
Plasmodium berghei (VATHSALA et al., 2012).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da combinagéo entre a curcumina,
o dissulfiram e seu metabdlito na sobrevivéncia de Plasmodium falciparum e estudar os possiveis

mecanismos de acdo envolvidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MALARIA HUMANA E CICLO DOS PARASITOS

O Plasmodium falciparum e, em menor escala, o P. vivax sdo 0s principais agentes etioldgicos
causadores da maléaria humana. A maléria € o produto da interagdo do parasito com o hospedeiro,
e a sua evolucdo clinica depende da interacdo de caracteristicas do proprio parasito, do
hospedeiro, de fatores geograficos e sociais (figura 1). Para a compreensdo da patogénese da

doenca é de fundamental importancia o entendimento destas interacdes.

O processo de fisiopatogenia da doenca é, em grande parte, desencadeado pela destruicao
eritrocitaria, processo esse que coloca na circulacdo sanguinea componentes do parasito e da

propria hemacia que irdo deflagrar toda a resposta do hospedeiro.

Resisténcia a drogas Imunidade Acesso ao tratamento

Taxa de multiplicagao Citocinas proinflamatérias Fatores culturais e econdmico
Mecanismos de invasao Genética (talassemia, deficiéncia em  Estabilidade politica
Citoaderéncia G6PD, anemia falciforme etc) Intensidade da

Rosetas Idade transmissao{Anopheles spp.
Polimorfismo antigénico Gravidez Sazonalidade da transmisséo,
Variagdo antigénica (PfEMP1) picadasinfecciosas por ano,

epidemiologia)

y

Evolucdo clinica

Infecgdo assintomatica Febre Maldria severa Morte
(infeccdo (acidose metabdlica, anemia
Sintomadtica) severa, Malaria cerebral)

Figura 1: Evolucdo clinica da malaria, fatores parasitarios, do hospedeiro, geograficos e sociais.
O resultado clinico de infeccdo por malaria depende de muitos fatores associados ao parasita, ao
hospedeiro, geograficos e sociais. Estes convergem, resultando numa gama de desfechos, a partir
de uma infeccdo assintomatica até doenca grave e morte. Traduzido de MILLER e colaboradores
2002.

A infec¢do se inicia pela hematofagia da fémea do anofelino, durante a qual ocorre a inoculagéo

de esporozoitos presentes na saliva do inseto, na pele e na corrente sanguinea do hospedeiro.
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Os mecanismos moleculares associados aos esporozoitas do Plasmodium sdo majoritariamente
investigados em modelos de maléria murina, como, por exemplo, em P. berghei. Entretanto,
esses mecanismos provavelmente sdo semelhantes na malaria humana (WIRTH e PRADEL,
2012).

O primeiro passo do desenvolvimento do Plasmodium no hospedeiro vertebrado é a
transformacéo do esporozoita (forma liberada na pele pela picada do inseto vetor) em merozoito
(forma que infeta as hemacias). Anteriormente, acreditava-se que essa transformacdo ocorria
apenas no hepatocito. Entretanto, em 2010, GUEIRARD e colaboradores demonstraram que
esporozoitas de P. berghei e P. yoleii podem sofrer esquizogonia exoeritrocitica completa nao
apenas no hepatdcito, mas também na pele. Esses merozoitas possuem a capacidade de infectar
hemaécias e, como ocorre no figado, também sdo liberados na forma de merossomos. Entretanto,
estes merozoitos derivados da pele ndo contribuem de forma significativa para a infeccdo dos

eritrécitos em condi¢fes normais.

Os esporozoitas que seguem o curso hepatico atingem o 6rgdo em aproximadamente 52 horas,
dando inicio a fase exoeritrocitica hepatica (AMINO et al., 2006). Em 2002, MOTTA,
HAFALLA e RODRIGUEZ mostraram que 0 esporozoito, antes de infectar um hepatdcito, migra
por diversas outras células do hospedeiro (figura 2). Para que ocorra a ativacdo do parasito e
consequentemente o processo de infec¢do, € necessaria a migracdo do mesmo por diferentes
células hepaticas. Esse contato do parasito com moléculas especificas no citosol do hepatécito
culmina com a ativacdo de uma cascata de sinalizacdo dependente de Ca™, fundamental para
induzir a exocitose de moléculas do esporozoito, processo necessario para a formacao do vacuolo
do parasito na célula hepatica. A migracdo através das células hospedeiras € essencial para o

estabelecimento da infeccdo, pois possibilita a formacdo do vaclolo no hepatdcito.
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Figura 2: Maturacédo e replicacdo de esporozoitos de Plasmodium falciparum nos hepatocitos.
Uma vez que o0 esporozoita (verde) cruza a camada sinusoidal e entra em um hepatécito, ele
atravessa varias células hepaticas até se estabelecer em uma, onde o vacuolo parasitéforo é
formado. Cada esporozoitos invade e se multiplica dentro de um hepatdcito, formando o
esquizonte, que é constituido por milhares de merozoitos. Traduzido de PRUDENCIO,
RODRIGUEZ e MOTA, 2006.

O processo de invasdo do hepatdcito pelo esporozoita acontece atraves da ligacdo da proteina
circunsporozoita (CSP) a receptores proteoglicanos sulfatados de heparan (HSPGs) do hepatdcito
(FREVERT et al., 1993). Essa interacdo ocorre entre oligossacarideos altamente sulfatados
semelhantes a heparina e dois dominios na proteina CSP, um na regido ll-mais da por¢do C
terminal da regido adesiva celular semelhante & trombospondina e o outro carregado
positivamente acima da regido | conservada. O sulfato de heparan do figado apresenta um grau
maior de sulfatacdo, quando comparado a outros tecidos. 1sso pode explicar o reconhecimento do
sulfato de heparan do figado pela proteina CSP e o motivo do sitio de replicagdo inicial dos
parasitos da maléaria no hospedeiro mamifero ser o figado e ndo outros tecidos (YING et al.,
1997).

A partir da caracterizacdo de diferentes espécies de proteoglicanos produzidos pelas diversas
células hepéticas, foi demonstrado que a CSP e a TRAP (proteina adesiva relacionada a
trombospondina) reconhecem proteoglicanos de superficie ndo somente nos hepatécitos, como
também nas células de Kupffer e nas células dendriticas. Além disso, devido as células
dendriticas produzirem oito vezes mais proteoglicanos sulfatados que os hepatdcitos e
incorporarem duas vezes mais sulfato na forma de sulfato de heparan, sugere-se que o sitio inicial
de invasdo dos esporozoitos de Plasmodium nos sinusdides hepaticos € a matriz de
proteoglicanos produzidas por este tipo celular e se prolonga através das fenestracdes endoteliais
(PRADEL, GARAPATY e FREVERT, 2002; PRADEL, GARAPATY e FREVERT, 2004).

Nas infeccOes causadas por P. vivax e P. ovale existe a possibilidade de uma segunda
esquizogonia, pois alguns esporozoitos permanecem quiescentes nos hepatocitos. Esses estagios
sdo chamados de hipnozoitas (KROTOSKI et al., 1982).

Os esporozoitos comecam o processo de multiplicacdo transformando-se em merozoitos

exoeritrociticos. Em torno de 10 a 12 dias, os hepatécitos se rompem, liberando milhares de
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merozoitos que irdo, entdo, infectar os eritrocitos e comecar o ciclo eritrocitico da doenca. E
nesta fase que ocorre a maior parte da sintomatologia (HALDAR et al., 2007).

O processo de liberacdo dos merozoitas ocorre através da formacdo de merossomos (figura 3).
Esses merossomos parecem agir como transportadores que garantem a liberagdo dos merozoitos

na corrente sanguinea do hospedeiro, funcionando também como um escudo, impedindo a

fagocitose dos mesmos, aumentando o nimero de parasitos vivos e consequentemente 0 nimero
de hemacias invadidas (STUM et al., 2006).

—* Célulade
Kupffer

Figura 3: Liberacdo dos merossomos na corrente sanguinea do hospedeiro. A liberagdo do
Plasmodium através de vesiculas cheias de merozoitos (merossomos em verde), a partir de
hepatocitos infectados. Os globulos vermelhos (vermelho) sdo separados a partir de hepatdcitos
pelo endotélio (laranja) e o espaco de Disse. A célula Kupffer estd em azul. Retirado de STUM
et al., 2006.

Hepatdcito Merossomo

O processo de invasdo pelo parasito é similar entre as diferentes espécies de Plasmodium spp. E
um processo complexo que é mediado por interacGes moleculares multifatoriais. O processo de
invasdo das hemécias pelos plasmédios ocorre através da interacdo do parasito com receptores de
membrana das hemacias. No caso do P. vivax e do P. knowlesi, a interacdo ocorre com o receptor
Duffy. Ja o P. falciparum possui a capacidade de interagir com variados receptores, dentre eles as
glicoforinas A, B e C e com a proteina Banda 3 (GAUR, MAYER e MILLER, 2004).

O parasito interage com receptores na membrana da hemacia e reorienta a regido apical,
formando juncdes e sinalizando. O parasito induz a formacdo de um vaclolo derivado da
membrana plasmatica da heméacia e com componentes parasitarios e entdo penetra no vacuolo
através de juncdes moveis. Trés organelas do parasito estdo principalmente envolvidas no

processo de invasdo: roptrias, micronemas e granulos densos. Os receptores que medeiam o
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processo de invasdo no parasito estdo localizados nos micronemas, na superficie celular e nas
roptrias. A localizacdo desses receptores dentro de organelas protege o parasito do processo de
neutralizacdo mediada por anticorpos. Como a liberacéo destes receptores a partir das organelas
do complexo apical é posterior ao contato com as hemacias, isso acaba por limitar a exposi¢édo
deles aos anticorpos (COWMAN e CRABB, 2006). Cada trofozoito maduro, nas infeccdes por P.
vivax e P. falciparum, é capaz de dar origem a aproximadamente 20 merozoitos, sendo que cada

merozoito pode infectar uma nova hemacia (MILLER, 2002).

Na hemacia, 0 parasito comega o processo de divisdo celular assexuada (figura 4). O trofozoito
jovem em forma de “anel” é o estdgio mais imaturo do parasito. O crescimento do trofozoito é
acompanhado pelo aumento significativo da taxa metabdlica, a qual inclui glicélise, ingestdo do
citoplasma da célula hospedeira e protedlise da hemoglobina em aminoéacidos. O final desta fase
é marcado por multiplas divisdes nucleares, sem que ocorra a citocinese, resultando na formacéo
do esquizonte. Cada esquizonte maduro apresenta em torno de 20 merozoitos, que sao liberados
apos a lise das hemacias, invadindo, assim, novas células. Esse processo de liberacdo esta

relacionado a resposta imunologica e, consequentemente, ao aumento da temperatura corporal.

Apos a liberagdo na corrente sanguinea, muitos merozoitos sdo destruidos pelo sistema imune e
outros imediatamente invadem novas hemaécias, comegando um novo ciclo eritrocitico. Esses
ciclos (invasdo — multiplicacdo — liberacdo — invasdo) tém duracdo média de 48 horas para P.
falciparum, P. vivax e P. ovale, e 72 horas para P. malariae. Tal periodicidade valeu a infeccao
as alcunhas de febres tercd e quarta, respectivamente. ApGs varias geracdes eritrociticas, alguns
merozoitos se desenvolvem em gametdcitos masculinos e femininos. Essas alteracdes podem ser
pré-determinadas geneticamente, como resposta a algum estimulo especifico ou a algum fator
desconhecido (GRACIA, 2010).

Na corrente sanguinea do hospedeiro circulam as formas assexuadas (trofozoito jovem, trofozoito
maduro, esquizonte e merozoito) e as formas sexuadas (gametdcitos masculinos e femininos) do
parasito. Entretanto, na infec¢do causada pelo P. falciparum, somente sao encontradas circulantes
as formas gametociticas e trofozoito jovem. Isso ocorre, pois o P. falciparum possui a capacidade

de aderir ao endotélio venoso (citoaderéncia) e assim escapar dos mecanismos imunologicos
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dependentes do bago. Os eritrdcitos infectados mantém-se aderidos até ocorrer a formacdo e
liberagdo dos merozoitos na corrente sanguinea, invadindo novas hemécias (MILLER, GOOD e
MILON, 1994).

Quando os gametdcitos sdo ingeridos pelo vetor (que é o hospedeiro definitivo), ocorre
maturacdo dos gametas dentro do intestino do mosquito. Os microgametas (gametas masculinos)
sofrem divisdo nuclear, um processo chamado exflagelacdo. Eles rompem as hemacias, tornam-se
moveis e penetram nos macrogametas (gametas femininos), formando o estagio fertilizado,
zigoto. O zigoto alonga-se e torna-se mével, passando a se chamar oocineto, atravessa a parede
do tubo digestivo e fixa-se a face deste voltada a cavidade geral do corpo. Nesta fase ele se
transforma em oocisto, no interior do qual sdo formadas centenas de esporozoitos. Os oocistos
rompem-se, liberando esporozoitos que migram para as glandulas salivares de onde sao
introduzidos nos hospedeiros vertebrados, juntamente com a saliva, durante repasto sanguineo,

reiniciando o ciclo.

O periodo pré-patente da doenca é de 10 a 15 dias, e os sintomas incluem febre, vomitos,
calafrios, cefaleia dentre outros. Uma caracteristica dos acessos febris da maléria € a
intermiténcia de fases de calor, frio e suor (PAHO, 2007).
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Figura 4: Ciclo da vida do Plasmodium sp. E possivel observar o ciclo esporogénico, que ocorre
no hospedeiro invertebrado. Bem como os ciclos exo-eritrocitico (ocorre no hospedeiro
vertebrado, nas células hepaticas) e o ciclo eritrocitico (ocorrendo no hospedeiro vertebrado, nos
eritrocitos). Traduzido do Centro de controle e prevencgéo de doengas (CDC).
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2.1.1 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

Historicamente, a malaria aparece como uma das principais doencas. Essa parasitose é
considerada uma das responsaveis pela decadéncia do Império Romano, inclusive sendo
denominada como “febre romana”. Antes de ser considerada uma “doenca tropical”, esta
infecgdo era endémica em grande parte da Europa e América do Norte, incluindo o Canada
(OMS, 1998).

Durante o século passado, algumas epidemias de maléria demostraram os niveis de disseminacao
e mortalidade que a doenca pode atingir (OMS, 1998). Na epidemia da India, em 1908, foram
relatadas 100 milhdes de pessoas infectadas, dentre as quais foi registrada aproximadamente 1
milhdo de mortes (THE BRITISH MEDICAL JOURNAL, 1910). Na epidemia da Unido
Soviética, em meio a 12 Guerra Mundial e a Guerra Civil, registrou-se em torno de 10 milhdes de
casos, com aproximadamente 60 mil mortes por ano (BRUCE-CHWATT, 1959). No Nordeste do
Brasil, a epidemia de 1938-39, causada pela invasdo do Anopheles gambiae trazido da costa
africana por embarcacdes, ocasionou 100 mil casos e o registro de 14 mil mortes (DEANE,
1986).

Dados da ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, de 199,8 apontam surtos epidémicos em
areas como norte do Iraque e sul da Turquia, (1993-1995); no Tajiquistdo, (1993-1994); no
Azerbaijdo, (1993-1994); no noroeste da india, particularmente Rajasthan, (1995 — 1996); no sul
e leste da Africa (Zimbabwe, Botswana, Mogambique, Suazilandia e Africa do Sul, 1996). Em
2008 foram registrados no Maranhdo mais de 4,757 mil casos (MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

Uma importante observacdo € que o impacto real das epidemias ndo depende somente da
morbidade, mas também da saude geral da populacdo afetada. Muitas epidemias de malaria
coincidiram com periodos de fome, crise econdmica e guerra, afetando populagdes empobrecidas
e muitas vezes acometidas por outras doencas, impossibilitadas de conseguir tratamento

adequado, agravando substancialmente a situagdo socioecondmica (OMS, 1998).
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A maléria é a doenca parasitaria com maior mortalidade entre humanos, ceifando a vida de uma
crianga a cada minuto, mais de 1.400 por dia. Segundo os ultimos dados publicados pela OMS,
ocorrem no mundo cerca de 216 milhGes de casos de maléria, doenca que mata 655 mil pessoas
por ano (OMS, 2012). Com as alteracGes do meio ambiente e o aquecimento global, estdo sendo
ampliadas as areas de distribuicdo dos vetores de entidades nosoldgicas, como maléria, dengue e

febre amarela.

O grau de endemicidade varia entre paises e até mesmo entre diferentes areas no mesmo pais. Em
areas de alta endemicidade, os individuos que mais sofrem com a doenga s&o criangas com menos
de 5 anos. Ja em éareas de baixa endemicidade, a doenca acomete individuos de diferentes faixas
etarias (MILLER et al., 1994).

No Brasil, o registro da malaria sempre ocorreu de forma esporadica. A partir de 1870, com o
ciclo da borracha e com a abolicdo da escravatura, 0s numeros de casos subiram
significativamente e no inicio do século XX praticamente todo territdrio brasileiro era acometido
pela doenca. Nos anos 40 ocorriam entre 4 a 8 milhdes de casos/ano, levando a aproximadamente
80 mil mortes. A partir do uso do DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), da introducdo da
cloroguina e de campanhas de erradicacdo, 0s casos comecaram a diminuir e, em 1970, foram
registrados os menores indices até entdo, 52 mil casos de maléria (figura 5). Com o
desenvolvimento da regido norte e consequentemente o estimulo da migracdo, o nimero de casos
subiu novamente e, em 1999, foram registrados 636.649 casos na regido amazénica (MARTINS
etal., 2011).
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Fonte: SISMAL/SIVEP/SVS/MS - atualizado em 20.05.2008

Figura 5: Revisdo historica da malaria no Brasil, de 1960 a 2008. Numero de casos /1000
habitantes no decorrer dos anos 60 até o ano de 2008.
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Atualmente no Brasil existem 49 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco para a maldria.
Em 2010, ocorreram 330.000 casos e 72 6bitos. O risco de transmissdo da malaria (figura 6) esta
praticamente restrito a regido da Amazonia legal (Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato
Grosso, Para, Ronddnia, Roraima, Tocantins) (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2010).

Risco de Transmissao de Malaria - 2010

Figura 6: Risco de Transmissdo da maléria no Brasil no ano de 2010. Numero de casos / 1000
habitantes distribuidos nos estados. Fonte: SIVEP_malaria/SVS/MS, 2010.

O combate a malaria € uma prioridade para a OMS e para os paises em desenvolvimento,
particularmente de clima tropical, como o Brasil. Uma vez que ndo existe a disponibilidade de

uma vacina eficaz, a inica medida disponivel continua sendo a terapéutica.
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2.1.2 TRATAMENTO

A quimioterapia constitui a principal estratégia terapéutica da malaria e uma das principais
formas de controle da progressdo da doenca. Os grupos de antimalaricos mais utilizados no
tratamento sdo (figura 7): (i) os quinolinicos obtidos da planta Cinchona officinalis e seus
anélogos; (ii) os inibidores da via do acido folico, usados em combinacdo, sendo 0s mais
conhecidos o proguanil, as sulfas, a pirimetamina e o trimetropim; (iii) os derivados da planta
Artemisia annua efetivos no tratamento da malaria, dentre eles o artesunato e o arthemeter
(FAROOQ e MAHAJAN, 2004).
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Figura 7: Antimalaricos em uso e em desenvolvimento. Traduzido de KAUR et al., 2010.

A quimioterapia da malaria esta direcionada para a destruicdo das formas assexuadas do parasito.
O historico do desenvolvimento de drogas antimaléricas teve inicio com o surgimento do
quinino, primaquina, cloroquina (CQ) e mepacrina. Na década de 40, surgiram o proguanil e a

amodiaquina. A pirimetamina, em 1950; a sulfadoxina, em 1960; a artemisinina, em 1970; e
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algumas drogas foram introduzidas na década de 80, dentre elas a halofantrina e alguns derivados
da artemisinina (KAUR et al., 2010).

A cloroquina funciona apenas contra estagios assexuados do parasito, que degradam ativamente a
hemoglobina (PETERS, 1970). O seu mecanismo de acdo priméario estd associado a sua
capacidade de entrar no vactolo digestivo do parasito e acumular-se, interferindo assim com a
biocristalizacdo da hemozoina, levando o parasito a morte, devido ao acimulo de heme tdxico
(FITCH, 1998; SULLIVAN, 2002).

A cloroquina é uma base fraca e na sua forma ndo protonada atravessa a membrana do eritrdcito
infectado e do vacuolo digestivo do parasito, onde, uma vez protonada, se acumula, levando a
alteracdo do pH e impedindo assim o processo de formacdo da hemozoina e levando ao aumento
do estresse oxidativo, pois o pH &cido é fundamental para a formacdo do cristal (YAYON,
CABANTCHIK E GINSBURG, 1984).

O extensivo e prolongado uso das drogas antimalaricas vem provocando o surgimento de cepas
resistentes (BARNES et al., 2008) e isto constitui um dos maiores obstaculos para reduzir a
malaria no mundo, o que nos mostra que sem politicas efetivas associadas ao tratamento ndo sera

possivel atingir as metas de combate e controle da doenca (BARNES et al., 2008).

A dose dos medicamentos e o intervalo de administracdo sdo importantes, pois deverdo fornecer
concentragfes suficientes para garantir a cura clinica do paciente. A utilizacdo de doses
subterapéuticas aumenta o risco de falha durante o tratamento e constitui uma pressao seletiva
para fenotipos resistentes (BARNES et al., 2008).

A presenga de parasitas resistentes esta associada ao aumento de infecgOes latentes. Além do
mais, a presenca de gametocitos na infeccdo primaria leva a uma maior probabilidade de
transmissdo da doenca. Mesmo em paises que apresentam maléaria endémica e resisténcia a

cloroquina, esse medicamento continua sendo utilizado no tratamento (KOUYATE et al., 2007).

A glicoproteina P (Pgp) ja foi descrita em Plasmodium spp. e estd possivelmente relacionada a
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resisténcia a cloroquina e a mefloquina (Borst & Ouellette, 1995). Em 1987, duas observagdes
relacionaram a resisténcia a cloroquina com mecanismos mediados pela Pgp, KROGSTAD et
al., reportaram que o efluxo de cloroquina € aumentado em parasitas resistentes, e MARTIN et
al., demonstraram que o tratamento com verapamil, um classico inibidor de Pgp, reverte a

resisténcia a cloroquina.

A Pgp é uma bomba de efluxo dependente de ATP e localizada na membrana celular. Essa
proteina realiza a extrusdo de farmacos e consequentemente confere resisténcia a parasitos e
celulas de mamiferos. A susceptibilidade a drogas é, muitas vezes, inversamente proporcional a
expressao da Pgp (SAUNA, SHUKLA e AMBUDKAR, 2005).

2.2 CURCUMINA

A curcumina [(E, E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5dione] (figura 8) é

um polifenol natural encontrado no rizoma da Curcuma longa (figura 9).

HO l O OH
H,CO OCH;,

Figura 8: Estrutura quimica da Curcumina. STRIMPAKOS e SHARMA, 2008.

Figura 9: Curcuma longa. STRIMPAKOS e SHARMA, 2008.
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O tubérculo e seus constituintes tém sido utilizados ha séculos na medicina e culinéria chinesas e
manteve-se restrito ao continente asiatico até o século 13, quando foram introduzidos no oeste
por mercadores. Atualmente, vérias autoridades em seguranca da saude, como a FDA (Food and
Drug Administration) nos EUA, o NHPD (‘Natural Health Products directorate’) no Canada ¢ a
FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/World Health Organization) j& caracterizaram a
curcumina como uma droga segura (STRIMPAKOS E SHARMA, 2008). Atualmente, existem

58 testes clinicos verificando as diversas atividades da curcumina (www.clinicaltrials.gov, 2011).

As propriedades farmacocinéticas da curcumina tém sido estudadas em modelos murinos desde a
década de 70. Vérios estudos avaliaram vias de administracdo e doses, bem como rotas de
eliminacdo da curcumina. Os estudos mostraram que a biodisponibilidade da curcumina apds
administracdo oral em camundongos € baixa. Ela sofre metabolismo intestinal e aparentemente
sofre metabolismo de primeira passagem muito rédpido, sendo excretada pela bile. A
administracdo com outros agentes ou com diferentes veiculos, como lipossomas, aumenta a
biodisponibilidade sisttmica da curcumina (HOLDER et al., 1978; RAVINDRANATH e
CHANDRASEKHARA, 1981; SHOBA et al., 1998).

A curcumina apresenta uma série de potenciais propriedades terapéuticas (figura 10), como
antiinflamatdria, antioxidante, antineoplésica, dentre outras, e diversos alvos moleculares e
celulares. Isso possivelmente explica a atividade da substancia para diversas doengas, incluindo o
cancer (STRIMPAKQOS E SHARMA, 2008).


http://www.clinicaltrials.gov/
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Figura 10: Atividades biologicas da curcumina. Traduzido de STRIMPAKOS e SHARMA,
2008.

A curcumina é capaz de inibir bombas de efluxo ABC, revertendo o fenétipo MDR em células
tumorais (SREENIVASAN et al., 2012; XIAO et al., 2010; GANTA E AMUI, 2009;
LABBOZZETTA et al., 2009; ANGELINI et al., 2008; LIMTRAKUL, 2007) e em Candida
albicans (GARCIA-GOMES et al., 2012). Uma vantagem do uso da curcumina em combinacgéo
com outros farmacos é que este produto natural é cardioprotetor (SWAMY et al., 2012;
SUNAGAWA et al., 2011), hepatoprotetor (GIRISH E PRADHAN, 2012; WANG et al., 2012;
CERNY et al., 2011), neuroprotetor (JIANG et al., 2012; CANALES-AGUIRRE et al., 2012;
SOOD et al., 2012; CAESAR et al., 2012; ATAIE et al., 2010), nefroprotetor (ROGERS et al.,
2012), pneumoprotetor (KALPANA e MENON, 2004) androprotetor (OGUZTURK et al., 2012).
Possui ainda efeito protetor contra o choque toxémico causado por Staphylococcus
(SCHAEFERS et al., 2012) e reverte efeitos hepatotoxicos da cloroquina (DATTANI et al.,
2010).

Alguns produtos naturais (SCHMIDT et al., 2012 a, b; WRIGHT, 2010; COS et al., 2006;
SALEM e WERBOVETZ, 2006; TAGBOTO e TOWNSON, 2001), incluindo a curcumina
(HADDAD et al., 2011), constituem importantes fontes de agentes antiparasitarios. Diferentes

formulacGes e regimes de curcumina ja apresentaram atividade antiparasitaria contra
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Trypanosoma cruzi (NAGAJYOTHi et al., 2012), Leishmania spp. (ALVES et al., 2003;
SAMIM et al., 2011), Schistosoma mansoni (ALLAM, 2009), Giardia lamblia (PEREZ-
ARRIAGA et al., 2006; SAID et al., 2012), Cryptosporidium parvum (SHAHIDUZZAMAN et
al., 2009), Eimeria tenella (KHALAFALLA et al., 2011), Opisthorchis viverrini (PINLAOR et
al., 2009) e atividade antimalérica demonstrada (REDDY et al., 2005). Entretanto, este composto
ndo foi testado em combinagdo com tiocarbamatos no tratamento de qualquer infeccéo

parasitaria.
2.3 DISSULFIRAM e DETC

O dissulfiram (figura 11 A) foi utilizado no tratamento do alcoolismo nos dltimos 50 anos. Seu
mecanismo de acdo € baseado na inibicio da enzima aldeido desidrogenase. O
dietilditiocarbamato é o primeiro metabdlito do disulfiram e um agente seletivo para
carbamilacgdo de proteinas nos grupos sulfidril (NAGENDRA et al., 1997).

Os ditiocarbamatos demonstram atividade antioxidante e quelantes de metais (SOMERS et al.,
2000). Eles sdo reconhecidos por sua capacidade de inativar a enzima superéxido dismutase
(SOD - Cu/zn) em células eucaritticas, ligando-se ao cobre do sitio ativo da enzima
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
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Figura 11: Estrutura quimica do dissulfiram (A) e do dietilditiocarbamato de sddio (DETC) (B).
O DETC (figura 11 B) pode exercer diversas propriedades, como quelar ions metalicos, ferro e
cobre e atuar como supressor de radicais livres. Este composto inibe a superdxido dismutase
(SOD), promovendo danos mediados por superoxido (O,7), bem como liga-se a proteinas ricas
em tiol, formando pontes disulfeto, inibindo, assim, possiveis mecanismos antioxidantes
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A busca por novas terapias nos leva a abordar a possibilidade de sinergismo entre drogas,

melhorando a eficécia delas mesmo em menores concentragGes, diminuindo, portanto, os efeitos
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colaterais de ambas. Neste sentido, sistemas reguladores de estresse oxidativo surgem como um

possivel alvo.

Além de possiveis efeitos sobre o superoxido dismutase, tanto o DETC (ARNELLE et al., 1997,
NINGARAJ et al., 2001; RAHDEN-STARON et al., 2012) quanto O Seu precursor, o
dissulfiram (NAGENDRA et al., 1994; van GORP et al., 1997; BURKITT et al., 1998;
BALAKIREV e ZIMMER , 2001; KWOLEK-MIREK et al., 2012), podem regular os niveis de
glutationa reduzida (GSH), podendo, com isso, promover a acdo antimalarica de drogas
quinolinicas (DEHARO et al., 2003).

LOO et al., em 2004, demostraram que os metabdlitos do dissulfiram exercem efeitos inibitorios
dissulfiram com duas cisteinas localizadas no sitio ligante de ATP da proteina. Quando os sitios
de ATP estdo acessiveis, o dissulfiram interage com as cisteinas, inibindo, assim, a hidrolise do
mesmo e consequentemente inativando a proteina. Quando o sitio do ATP esta protegido, o

dissulfiram estimula a hidrélise do ATP pela Pgp.

O DETC j& foi empregado em pesquisas com humanos como imunomodulador em pacientes com
HIV/AIDS (REISINGER et al., 1990) e em modelos de leishmaniose cutanea (KHOURI et al.,
2010).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O sistema Redox desempenha um importante papel na sobrevivéncia de diversos parasitos no
hospedeiro (TURRENS, 2004). Todos o0s organismos aerébios sdo expostos a espécies reativas de
oxigénio (EROs), como superdxido (O,7), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radicais hidroxila
(OH) gerados atraves do seu préoprio metabolismo (TURRENS, 2004).

Além de ter que eliminar os seus proprios metabolitos endégenos, os protozoarios parasitas
precisam lidar com o “burst” oxidativo do sistema imune do hospedeiro. O estresse oxidativo €
proveniente de um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas ao oxigénio (endogenas e

exogenas) e os antioxidantes disponiveis (MULLER et al., 2003).
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Existem evidéncias de que o estresse oxidativo esteja envolvido na patogénese da maléria, e
estudos apontaram mecanismos que desencadeiam tanto em nivel celular (MULLER, 2004),
quanto em pacientes (PABON et al., 2003). Uma vez que células efetoras do sistema imune
geram espécies oxidantes com atividade microbicida, os mecanismos antioxidantes dos parasitos

usualmente constituem importantes estratégias de escape e, portanto, séo fatores de viruléncia.

A homeostasia requer a manuten¢do de um meio com equilibrio redox apropriado, minimizando a
geracdo de espécies reativas ao oxigénio como os anions superoxido, peréxido de hidrogénio e
radical hidroxil, que causam danos a acidos nucléicos, proteinas, lipideos e membranas (IMLAY,
2003). Na tentativa de preservar este ambiente redutor, organismos aerdbicos e anaerdbicos
utilizam sistemas antioxidantes e reacdes de Oxido-reducdo (SIES, 1997). O estado redox da
célula é mediado por taxas de nucleotideos de purina oxidados e reduzidos e tidis, como a

glutationa/glutationa dissulfeto e tiorredoxina/tiorredoxina dissulfeto (BUNIK, 2003).

Parasitos causadores da malaria sdo vulneraveis ao estresse oxidativo durante seu estagio de vida
eritrocitico (BECKER et al., 2004). Isto € compreensivel, tendo em vista que o parasito vive em
um ambiente pro-oxidante que possui oxigénio e ferro, os principais pré-requisitos para a
formacdo de EROs (espécies reativas ao oxigénio) via reacdo de Fenton (LIOCHEV e
FRIDOVICH, 1999).

A principal fonte geradora de estresse oxidativo do Plasmodium (figura 12) é a degradacdo de
hemoglobina. A hemoglobina é incorporada a partir do eritrocito e degradada até aminoacidos e
heme livre no interior do vacuolo digestivo (FRANCIS et al., 1997). A maior parte do heme livre
é convertido em hemozoina (STIEBLER et al., 2011). Entretanto, uma pequena quantidade
residual é oxidada com formacdo de superdxido e peroxido do hidrogénio, levando a danos
oxidativos no DNA e peroxidagéo lipidica (EGAN et al., 2002).
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Figura 12: Fontes de estresse oxidativo no P. falciparum. Na figura, é possivel observar os
principais processos metabdlicos capazes de produzir radicais livres em P. falciparum. Dentro do
vaclolo digestivo ocorre o processo de degradacdo da hemoglobina, que pode gerar como
subprodutos o radical superoxido e a ferroprotoporfirina. Esses subprodutos ao transpassarem a
membrana do vacuolo e atingirem o citoplasma podem ocasionar uma série de reacdes capazes de
produzir estresse oxidativo no parasito. Traduzido de JORTZIK e BECKER, 2012.

Para sobreviver a este desequilibrio redox, parasitos e hospedeiros precisaram desenvolver uma
pletora de defesas antioxidantes. Algumas destas estdo funcionais apenas nos parasitos,

constituindo, portanto, promissores alvos terapéuticos.

A producdo da hemozoina pode estar relacionada a resisténcia a drogas antimalaricas, como a
artemisinina (MEUNIER e ROBERT, 2010; WITKOWSKI et al., 2012), a qual atua no vacuolo
digestivo dos parasitos intracelulares (del PILAR CRESPO et al., 2008). Assim sendo, a
modulacdo da via endocitica deste parasito € uma abordagem que ndo apenas constitui um
modelo experimental importante para o entendimento da doenga, mas ainda um promissor alvo
para a quimioterapia antimalarica. Com isso, a formagdo de cristais de hemozoina a partir de

heme constitui uma importante estratégia parasitaria de escape ao estresse oxidativo. O



37

plasmodio ndo degrada os anéis tetrapirrolicos ou heme livres, sendo que estes e o ferro ali
presentes sdo toxicos para 0 microrganismo por seu efeito oxidante (HAR-EL et al., 1993).

Durante o processo de degradacdo da hemoglobina, a maior parte do heme liberado é
polimerizado na forma de hemozoina ou pigmento malérico (STIEBLER et al., 2011).
Compostos que inibem este processo de biocristalizacdo tém atividade antimalérica (ZIEGLER et
al., 2001; HEMPELMANN, 2007).

A biogénese de vacuolos digestivos contendo hemozoina tem um papel central na fisiopatogenia
da maléria (DASARI E BHAKDI, 2012), ativando as cascatas de complemento e coagulacéo,
processos observados em casos severos de malaria (DASARI et al., 2012), modulando a resposta
imunoldgica (SCHUMANN, 2007) e inibindo a funcdo de células efetoras (PERKINS et al.,
2011), como macrofagos (ARESE e SCHWARZER, 1997), monécitos (SCHWARZER et al.,
2008), neutrofilos (PERKINS et al., 2011) e células dendriticas (URBAN e TODRYK, 2006;
MILLINGTON et al., 2006).
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3. HIPOTESE DO TRABALHO

Os compostos curcumina, dissulfiram e DETC utilizados em combinacdo sdo eficientes na

terapéutica da malaria experimental.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar a efetividade da combinagdo entre a curcumina e os tiocarbamatos dissulfiram e
seu metabdlito DETC e estudar o(s) mecanismo(s) de acdo destas combinacdes na malaria

experimental.

4.2 Objetivos Especificos
e Avaliar o efeito de curcumina isolada e em combinacdo com o DETC e com o

dissulfiram sobre a sobrevivéncia de Plasmodium falciparum in vitro;

Avaliar o potencial citotoxico das substancias isoladas e em combinacéo;

Analisar possiveis efeitos sinergisticos entre as drogas combinadas;

Avaliar os possiveis mecanismos de acdo das drogas isoladas e combinadas com
antagonistas de sistemas antioxidantes, atraves da analise microscopica e de técnicas
bioquimicas usando Plasmodium falciparum;

e Avaliar o efeito das drogas e combinacdo supracitadas sobre a sobrevida de camundongos

da linhagem Swiss Webster infectados com Plasmodium berghei.
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5. METODOLOGIA

5.1 Drogas utilizadas

Foram utilizadas nos experimentos cloroquina e dissulfiram, provenientes de Farmanguinhos e o
dietildithiocarbamato de sodio proveniente da Sigma-Aldrich. Todas as solugdes foram
preparadas no dia da execucdo dos experimentos.

5.2 Aprovacao ética para uso de material humano

Todos os procedimentos que utilizaram material humano foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz e esta protocolado sob o nimero 270.

5.3 Cultivo continuo da fase eritrocitica de Plasmodium falciparum

Os experimentos foram realizados utilizando-se P. falciparum clone W2 (CQ-resistente),
cultivado em hemécias humanas, conforme descrito por TRAGER e JENSEN, 1976. Os parasitos
foram mantidos em garrafas plasticas para cultura (©TPP), de 50 a 150 mL, a 37°C, em meio
RPMI 1640 (GibcoBRL), suplementado com 25mM de Hepes (Sigma-Aldrich), 11mM de
glicose (Sigma-Aldrich), 40pg/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich), 5% de bicarbonato de sddio
(Sigma-Aldrich) filtrado, hipoxantina (Sigma-Aldrich) e 10% (v/v) de plasma humano O*
(inativado) coletado no Hemocentro da Bahia (HEMOBA). As culturas foram mantidas com
hematocrito de 5% em mistura gasogénica de 90% Ny; 5% O,; 5% CO,. As trocas do meio de

cultura e da mistura gasogénica foram realizadas diariamente.

5.4 Sincronizacdo das Culturas para Utilizacdo nos testes in vitro

A sincronizagdo para obtengdo de culturas com parasitos predominantemente na forma de “anel”
utilizados para testes quimioterapicos in vitro foi realizada segundo LAMBROS e
VANDERBERG, 1979. Resumidamente, 15 mL da cultura com 90% dos parasitos na forma
evolutiva de “anel” foram centrifugados por 5 minutos a 2039 x ¢. Posteriormente as células
foram ressuspendidas em 10 mL de sorbitol (VETEC) a 5% e incubadas por 5 minutos a 37°C.
As células foram entdo centrifugadas a 2039 x g por 6 minutos e mantidas em cultura conforme

descrito.
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5.5 Concentracdo das células infectadas para aumento da parasitemia utilizando

Percoll
Devido a taxa de parasitemia, fez-se necessario, para algumas técnicas, a concentracdo das
células parasitadas através da utilizacdo do gradiente de percoll, segundo KUTNER et al., 1985.
As culturas sincronizadas e com hematdcrito de 5% no estagio de trofozoito maduro foram
centrifugadas a 550 x g a 27°C por 5 minutos. Os pellets foram lavados em salina tamponada
com fosfato - PBS (137 mM NaCl — 2,7 mM KCI - 1,24 mM Na;HPO, - 0,14 mM de KH,PO,
pH 7,2). As hemacias infectadas foram entdo ressuspendidas em 2 mL de PBS com 6% de
sorbitol (VETEC). Suspensdes de heméacias em PBS-sorbitol foram adicionadas sobre gradientes
de percoll (GE Healthcare) (90% - 80% - 70% - 60%). ApGs esse procedimento, os tubos foram
centrifugados a 1500 x g, por 20 minutos, a temperatura ambiente em centrifuga (BECKMAN)

com rotor de angulo fixo.

5.6 Preparo das placas para o0s ensaios de guimioterapia in vitro

Culturas de parasitos sincronizadas com predominio de anéis de P. falciparum foram distribuidas
em microplacas de 96 pocos (©OTPP). Inicialmente, adicionou-se 20 uL dos compostos a serem
testados, em triplicata, e em diferentes concentracGes seriadas utilizando o epMotion® 5075 LH
systems (eppendorf). Posteriormente, foi adicionado 180 puL/pogo de meio de cultura RPMI
contendo 1 — 2 % de parasitemia e 2,5 % de hematocrito para o teste de incorporacdo de
hipoxantina tritiada. Os pocos controles (seis por teste) continham hemacias infectadas nao

tratadas ou hemaécias infectadas sem adi¢do dos compostos-testes e com o diluente DMSO.

5.7 Testes de proliferacdo de P. falciparum através da incorporacdo de hipoxantina

tritiada
Os testes de proliferacdo foram realizados segundo DESJARDINS et al., 1979. Os parasitos
foram previamente cultivados em meio isento de hipoxantina por no minimo 72 horas,
posteriormente sincronizados. Parasitos foram incubados com 5 (cinco) concentragcfes variadas
dos compostos, utilizando a propor¢do 1/3 (100 pg/mL a 1,23 pg/mL) por 24 horas em placas de
96 pogos (©OTPP). Apos esse periodo foram adicionados ao meio de cultura 25 pL/poco de [*H]-
hipoxantina (0,5 pCi/pogo) e incubados por mais 24 horas, a 37 °C. As placas foram entdo
congeladas a - 20°C por 6-18 horas para lise das hemécias. ApoOs esse periodo foram
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descongeladas e colhidas em capilares de vidro, em papéis de filtro (PerkinElmer), na qual foram
adicionados 4 mL de liquido de cintilagdo. Entdo as amostras foram colocadas em bolsas e
emergidas em cintilacdo de fluxo, por emissédo radioativa de 1205 betaplate, através de contador f3
Matrix 9600 (PerkinElmer). A concentracdo de hipoxantina tritiada incorporada aos parasitos foi
avaliada através da leitura da radioatividade incorporada. A medida de incorporacdo de [*H]-
hipoxantina foi realizada em contagem por minuto, sendo proporcional a viabilidade do parasito.
Os resultados foram comparados com os controles positivos, considerando-se que nestes Ultimos

a viabilidade foi igual a 100%.

5.8 Determinacédo da citotoxicidade em esplendcitos murinos

Inéculos de 1 x 10° esplendcitos retirados de camundongos BALB/c foram incubados em meio
RPMI (GibcoBRL) completo, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino e 10 pL de [*H]-
timidina/poco, de forma a obter uma concentracdo de 1 puCi/poco, em presenca ou auséncia dos
farmacos. Para estimular a proliferacdo dos esplendcitos, foram utilizadas 10 pg/mL de
concanavalina A (Sigma-Aldrich). Apds 24 horas, as células foram coletadas para contagem de
radioatividade incorporada através do contador B Matrix 9600 (PerkinElmer). Para determinar a
ICso das drogas, foram utilizadas 5 (cinco) concentragfes variadas (100 pg/mL — 1,23 pg/mL),
utilizando o epMotion® 5075 LH systems (eppendorf). O valor da ICs, foi calculada pelo
programa GRAPHPAD.PRISM5.0.

5.9 Separacdo do P. falciparum da hemacia

O processo de lise das hemacias foi realizado segundo GALLO et al., 2009. Parasitos foram
isolados das hemacias utilizando-se 20 vezes o volume do pellet de um tampéo contendo 7 mM
K;HPO4 — 1 mM NaH,PO, — 11 mM NaHCO3 — 58 mM KCI — 56 mM NaCl — 1 mM MgCl, - 14
mM glicose — 0,02% saponina. O pellet foi lavado 2 vezes a 1500 g por 5 minutos neste tampao.

Posteriormente, foi lavado em PBS.

5.10 Determinacao da ICsy das drogas

A inibicdo do crescimento de 50% dos parasitos foi determinada através de curvas dose-resposta,
em funcdo de regressdo ndo linear. Foi utilizado o programa GRAPHPAD.PRISM5.0 para

determinar o valor da 1Cs. Todos os testes foram realizados em triplicata.



42

5.11 Ensaio de hemblise

Para avaliar a capacidade dos compostos em causar hemdlise, foi utilizada a técnica proposta por
WANG e colaboradores 2010. Foi coletado sangue em tubo com heparina, centrifugado a 796g
por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e as hemacias foram lavadas 4 vezes com
PBS. As hemécias (hematdcrito 1%) foram incubadas com concentracBes variadas das
substancias (100pg/mL — 50pg/mL — 25ug/mL — 12,5ug/mL e a 1Csq da substancia) a 37°C em
estufa a 5% de CO, por 1 hora. Foi utilizada solucdo de saponina a 1% (m/v) como controle
positivo, gerando 100% de hemolise. Apés incubacéo, as placas foram centrifugadas a 286 x g
por 10 minutos e 100pL do sobrenadante foram transferidos para outra microplaca e a leitura foi
realizada a 540nm em espectrofotdmetro. A taxa de hemdlise das amostras foi calculada segundo
a formula abaixo:
Absorbancia da amostra—absorbancia do branco

% Hemodlise = X 100
Absorbancia do controle com saponina

5.12 Avaliacdo do efeito citotdxico/citostatico dos compostos sobre culturas de P.

falciparum
Para avaliacdo do efeito citotoxico/citostatico, foram utilizadas heméacias infectadas com

Plasmodium falciparum tratadas ou ndo (controle sem antioxidante) previamente (por 24 horas)
com o antioxidante urato e incubadas com a ICsy das drogas. As células foram mantidas durante
48 horas na presenca dos compostos. Durante as primeiras 48 horas realizamos trocas de meio e
adicdo das substancias diariamente. Ap0s este periodo, as células foram lavadas para retirada das
drogas e mantidas as trocas diarias de meio de cultura. Esfregacos sanguineos foram realizados a
cada 24 horas, fixados e corados com pan6tico rapido para a determinacdo da parasitemia. Foram
avaliadas no minimo 2000 hemécias por lamina e constatada a quantidade de hemécias
infectadas.

5.13 Avaliacdo do sinergismo entre 0s compostos pela metodologia da

Concentracao Inibitoria Fracionada (FIC)

Para a determinacdo da FIC e posterior caracterizacdo do tipo de associacdo entre as drogas,
foram realizados ensaios de proliferacdo celular. Os ensaios foram realizados segundo

metodologia descrita (item 5.6). Entretanto, para a determinacdo da FIC fez-se necessario
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combinar concentragdes variadas de um composto, mantendo-se fixa a concentracdo do outro (e
vice-versa). A partir dai determinamos a 1Cso do composto que teve sua concentracdo variada na
combinacdo entre as drogas e posteriormente estes resultados foram plotados na seguinte

formula, objetivando a determinacéo da FIC:

FIC= ICs0 combinacdo AB i IC50 combinacdo BA
ICsnde A ICsnde B

Resultados abaixo de 0,5 caracterizam efeito sinergistico (HALLANDER et al., 1982).

5.14 Indice de Seletividade
Para o célculo do indice de seletividade foi necessario dispor dos valores referentes ao célculo da

ICso das drogas e o valor da ICs, da citotoxicidade em esplendcitos (BEZIVIN et al., 2003). Para

determinar o indice utiliza-se a seguinte formula:

ICso dos compostos nos esplendcitos

Indice de seletividade (IS)=
ICs, em culturas de P. falciparum

5.15 Avaliacdo das interacoes farmacologicas

As interacfes farmacoldgicas entre os diferentes compostos, independente do seu mecanismo de
acdo ou da natureza de suas relacOes dose-resposta, foram avaliadas pela plotagem de
isobolagramas. Nos isobologramas, as ICsy provenientes da utilizagdo isolada de cada produto
foram relacionadas, gerando a linha teérica de aditividade. As demais ICsy obtidas da associacéo
em diferentes proporcGes dos produtos foram, entdo, analisadas em relacdo a sua linha de
aditividade. O posicionamento dos pontos em relacédo a essa linha caracteriza o tipo de atividade:
(i) pontos sobre a linha de aditividade apresentam acdo aditiva; (ii) ponto abaixo, acao
sinergistica; (iii) pontos acima, a acdo é antagbnica. O grafico do isobolograma foi construido
através da utilizacdo do programa CompuSyn. Foram utilizadas combinacgdes das proporgdes de:
25%, 50%, 75% e 100 % da ICso dos compostos (FIVELMAN et al., 2004).

5.16 Avaliacdo da producdo de peroxidacao lipidica

A determinacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada segundo SOUZA et al., 1997. Hemacias
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infectadas foram incubadas na presencga e auséncia das ICsy das drogas. Apds o tratamento, as
células foram centrifugadas e, entdo, as hemacias foram lisadas segundo protocolo descrito
previamente (item 5.8). Ap0s a lise, as células foram ressuspendidas em 200uL de PBS e 200uL
de acido tiobarbiturico (TBA) (Sigma-Aldrich) a 1% em agua destilada. Foi adicionado acido
acético glacial na proporcdo de 1:1 e, entdo, incubou-se a 100°C por um periodo de 3 horas. As
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram mensuradas em espectrofotdmetro

(HITACHI) a 532nm e os resultados foram expressos por g de proteina.

5.17 Microscopia Eletrénica de Transmissdo

Apos o tratamento com as drogas, as células foram concentradas através do gradiente de percoll
(item 5.4) e as amostras foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampéo cacodilato de sodio
0,1 M pH 7,2, pos-fixadas em tetroxido de ésmio 1% em tampdo cacodilato de sédio 0,1M,
ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de célcio 5mM ao abrigo da luz por 40 minutos em
temperatura ambiente. A seguir, as células foram lavadas no mesmo tampdo e desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona (30 — 100%) por 10 minutos em cada. As amostras foram
infiltradas e polimerizadas em resina epoxi Polybed (Polysciences). Apds polimerizacdo, cortes
ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo e coletados em grades de cobre de malha 400.
Posteriormente, as grades foram contrastadas com acetato de uranila alcoolico a 7% e citrato de
chumbo por 5 minutos e observadas ao microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss EM 109 a
80kV.

5.18 Deteccdo de Espécies Reativas ao Oxigénio pela Microscopia de fluorescéncia

Culturas de hemacias infectadas por Plasmodium falciparum sincronizadas e tratados com
curcumina ou DETC a 10pg/mL por 2 horas foram lavadas com PBS, centrifugadas a 280 x g por
5 minutos e incubadas com 10uM de Dihidroetidio (DHE) (Molecular Probes®) em PBS, a 37°C.
Apos este periodo de incubacdo, as células foram levadas ao microscopio invertido, e a

fluorescéncia foi observada.

5.19 Deteccdo de superdoxido mitocondrial

Para a deteccdo de radicais superéxido mitocondriais, foi utilizada a sonda fluorescente
MitoSox® (Molecular Probes®). Hemacias infectadas com Plasmodium falciparum foram
incubadas na presenca de 5uM de MitoSox por um periodo de 10 minutos a 37°C na auséncia de
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luz. As células foram previamente tratadas com as drogas na concentracdo de 10pg/mL por um
periodo de 3 horas. Apds incubacdo, as células foram lavadas em tampdo e avaliadas por

citometria de fluxo a 510/580nm (excitacdo/emissao).

5.20 Deteccao citométrica de espécies reativas do oxigénio (EROS)

Para detectar as espécies reativas do oxigénio, utilizou-se a sonda fluorescente DHE (Molecular
Probes®). Hemacias infectadas com Plasmodium falciparum foram tratadas por 3 horas com as
drogas teste a 10pug/mL e, posteriormente, foram incubadas com DHE a 10uM por 30 minutos a

37°C. Apbs a incubacao, as células foram lavadas e avaliadas por citometria de fluxo.

5.21 Quantificacdo de Hemozoina in vitro

A quantificacdo de hemozoina formada foi realizada segundo KANYILE e EGAN, 2004.
Diferentes concentracdes de drogas foram incubadas com 40mM de SDS (dodecil sulfato sédico)
(BioUltra) e 200uM de hemina (Sigma-Aldrich) em tampdo acetato de sédio 0,1 M pH 4,8 por 24
horas, em placa de fundo conico. Apos 24 horas, foi feita uma curva padrdo de hemina com as
seguintes concentracfes: 5uM, 10uM e 20uM. Foram adicionados 80uL de piridina a 30% em
cada uma das amostras e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
foram retirados 38ul da primeira placa e transferidos para placas de 96 pocos de fundo reto,
sendo adicionados 250uL de piridina 30% e a leitura efetuada a 405nm em espectrofotometro
(HITACHI).

5.22 Dosagem de hemozoina em extrato de P. falciparum

A dosagem foi realizada segundo OLIVEIRA et al, 2000. Hemécias infectadas com a forma de
anel foram incubadas na presenca e auséncia das drogas. Apds um periodo de 18 horas, as
hemécias foram lisadas e os parasitos foram ressuspendidos em 1mL de PBS. Posteriormente,
foram centrifugados a 14000g por 5 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi ressuspendido em 1,0mL de tampé&o bicarbonato de sodio 0,1 M pH 9,1
com 2,5% de SDS (BioUltra). As amostras foram agitadas por 15 minutos e novamente
centrifugadas a 14000 x g em microcentrifuga por 10 minutos em temperatura ambiente (esse
procedimento foi repetido 3 vezes). Ap0Os esse processo, as amostras foram novamente

ressuspendidas em 1mL de agua destilada e passadas no agitador de tubos (vortex) por 1 minuto.
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Novamente foram centrifugadas a 14000 x g por 10 minutos em temperatura ambiente e 0
sobrenadante foi descartado (esse procedimento foi repetido 2 vezes). As amostras foram entdo
ressuspendidas em 1,0mL de NaOH 0,1 M, agitadas por 30 minutos e o heme total foi

quantificado em espectrofotémetro a 400nm.

5.23 Aprovacdo ética para uso de animais de laboratério

Todos os procedimentos utilizados neste estudo que envolveram o uso de animais de laboratério
foram aprovados pela Comissdo de Etica para Uso de Animais da Fundagio Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ e protocolados sob o nimero CEUA L-023/20009.

5.24 Avaliacdo da sobrevida de camundongos Swiss Webster infectados por P.

berghei tratados com diferentes concentracoes dos compostos

Camundongos da linhagem Swiss Webster, pesando aproximadamente 25+5g, provenientes do
biotério do CPqGM FIOCRUZ/Ba foram inoculados por via intraperitoneal com 1 x 10°
eritrocitos infectados com P. berghei, cepa NK65. 48 horas ap6s a infeccdo, realizamos esfregaco
sanguineo, objetivando confirmar o estabelecimento da infec¢do nos camundongos. A partir dai,
os animais foram tratados diariamente por via oral, durante 5 dias com as substéncias teste nas
concentracdes de 2mg/kg, 25mg/kg, 50mg/kg e 100mg/kg. Dois grupos controles (n=8) foram
usados a cada experimento, um grupo tratado com doses curativas de cloroquina (25mg/kg) e
outro grupo tratado com o diluente das substancias teste (DMSO). A sobrevida dos grupos
tratados foi calculada em relacdo aos grupos controle néo tratados e foi avaliada durante 30 dias

apos o indculo inicial.

5.25 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram representados como média da porcentagem de inibicdo ou médias *
desvio padrdo. Para determinar a diferenca entre as médias de pelo menos trés grupos analisados,
utilizamos o teste ANOVA seguido do Dunett ou Tukey. Todos os testes foram considerados
significativos quando apresentaram um valor de p <0,05. Todos os experimentos foram
realizados com pelo menos duas repeti¢cdes independentes em triplicata. Os graficos apresentados

neste trabalho séo representativos.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacdo da 1Cso da curcumina, dissulfiram e DETC sobre culturas de P. falciparum

Com o objetivo de determinar a 1Cso dos compostos nas culturas de P. falciparum, incubamos as
culturas com diferentes concentragdes das drogas por 24 horas. Na figura 13, observamos que a
ICso da curcumina foi de 9,22uM (A), o DETC apresentou a ICso de 35,5uM (B), a ICsy do
dissulfiram foi aproximadamente 20,2uM (C). O valor da ICsy da artemisinina (D), droga
atualmente utilizada na quimioterapia da malaria, foi determinada, para as condicGes de cultivo, a
ICs foi de 0,707pg/mL (2,5 pM). Dentre os compostos avaliados no nosso estudo, excetuando-se
a droga padrdo, a curcumina foi a mais eficaz na inibicdo do crescimento do parasito,

apresentando a menor ICso.
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Figura 13: Determinacdo da 1Csy dos compostos em culturas de Plasmodium falciparum. As
drogas foram testadas em culturas sincronizadas de P. falciparum e mantidas em incubagdo por
24 horas. O percentual de inibicdo foi determinado em comparacdo ao controle com solvente
(dimetilsulféxido — DMSO). A proliferacdo celular foi avaliada através da técnica de
incorporacdo de hipoxantina tritiada. Observamos o efeito da curcumina (A), DETC (B),
dissulfiram (C) e artemisinina (D), sendo que os valores de 1Csy obtidos foram 9,22uM, 35,5uM,
20,2uM e 2,5uM, respectivamente. Os graficos sao representativos e os valores aproximados de
ICs foram obtidos em pelo menos trés experimentos independentes, empregando cinco diferentes
concentracdes das drogas isoladas, realizados em triplicata. Cada barra representa a média da
porcentagem de inibicdo. Os valores de ICsy foram determinados a partir do programa

GraphPad.PRISM 5.0.
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6.2 Determinacdo das 1Cso dos compostos combinados em culturas de P. falciparum

A partir da observacéo da capacidade das drogas isoladamente inibirem o crescimento do parasito
e tendo em vista a recomendacdo, por parte da Organizacdo Mundial de Saude, da utilizagdo de
terapia combinada para o tratamento da malaria, o efeito da combinacdo dos compostos foi
avaliado contra cultura de P. falciparum. A avaliacdo da combinacéo foi realizada inicialmente
através do método da FIC (combinacéo inibitoria fracionada), que permite determinar, dentro da
propor¢cdo de concentracdo testada, as interagdes medicamentosas entre 0S COmMPOStos
(sinergismo, antagonismo e efeito aditivo). Como o objetivo era avaliar o efeito da combinacéo, a
dose utilizada foi padronizada para um valor inferior a ICsy do composto. Nesses experimentos
(figura 14), a maior concentracdo dos compostos usada foi 1,5ug/mL. Ao combinarmos a
curcumina com o DETC (A), mantendo fixa a concentragdo da curcumina, a ICso do DETC foi de
0,0014pg/mL (0,00621pM). Na combinacdo do DETC com a curcumina, mantendo fixa a
concentracdo do DETC (B), a ICs da curcumina foi de 0,36ug/mL (0,977uM). A curcumina foi
mais eficiente sobre o parasito que o DETC, pois o efeito da combinacdo foi melhor com a
concentracdo dela fixa. A combinagdo entre as drogas dissulfiram e curcumina resultou nos
valores de ICsp, para o dissulfiram (C) 0,0017ug/mL (0,0057uM) e para a curcumina 0,44ug/mL
(1,19uM). Portanto, a combinacdo entre os compostos reduziu os valores de 1Csy das drogas
isoladas. A reducdo foi de aproximadamente 5000 vezes para o DETC, 3500 vezes para 0
dissulfiram e 7 vezes para a curcumina. Esses resultados apontaram para os seguintes FICs:
0,000175 para a combinacgéo entre a curcumina e o DETC; 0,1 para o DETC em combinacdo com
a curcumina; 0,00028 para a curcumina em combinagcdo com o dissulfiram; e 0,129 para o

dissulfiram combinado com a curcumina.
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Figura 14: Determinacéo da 1Csq da combinacdo das drogas em culturas de P. falciparum.
As drogas foram utilizadas sobre culturas sincronizadas na forma de trofozoito jovem e mantidas
em incubacdo por 24 horas. O percentual de inibicéo foi determinado em comparacédo ao controle
com solvente (dimetilsulfoxido — DMSO). A proliferacdo celular foi avaliada através da técnica
de incorporacao de hipoxantina tritiada. Curcumina em combinagdo com o DETC (A), DETC em
combinacdo com a curcumina (B), curcumina em combinacdo com o dissulfiram (C) e o
dissulfiram em combinacdo com a curcumina (D) produziram, respectivamente, as ICsy de
6,21nM, 977nM, 5,7nM e 1,19uM . Os gréficos sdo representativos dos experimentos, e 0s
valores aproximados de 1Cso foram obtidos em ao menos trés experimentos independentes de
dose-resposta, empregando cinco diferentes concentragdes de um dos compostos e sempre
mantendo fixa a concentracdo do outro composto. Cada barra representa a média da porcentagem
de inibig&o. Os valores de 1Cso foram determinados a partir do programa GraphPad.PRISM 5.0.
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6.3 Avaliacdo de efeitos sinergistico para variadas combinacdes entre 0s compostos

Objetivando avaliar se diferentes proporcdes de concentragcbes entre as drogas combinadas
mantinham o efeito sinergistico observado pela metodologia da FIC, plotamos os dados em
isobologramas. Estes permitem avaliar se diferentes combinacbes dos compostos mantém as
mesmas relagdes de efeito sobre as culturas celulares. A concentracdo méaxima testada para cada
droga foi a sua ICsp, pois como 0 objetivo era avaliar a relagdo entre os compostos, fazia-se
necessario utilizar concentracdes que isoladamente ndo exerciam efeitos excessivamente
inibitdrios sobre a proliferacdo das células. Na figura 15 A, temos o isobolograma da curcumina
com o DETC, e na figura 15 B, a combinagio da curcumina com o dissulfiram. E possivel
verificar que das oito proporc¢des avaliadas na combinagdo com o DETC, sete apresentaram-se

sinergisticas. Na combinagdo com o dissulfiram, das oito proporc¢oes, seis foram sinergisticas.
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Figura 15 Isobologramas do efeito das combinacgfes entre curcumina com o DETC ou
dissulfiram sobre os parasitas tratados. Experimento realizado sobre culturas sincronizadas de
P. falciparum (na fase trofozoito jovem). Foram utilizadas como concentraces maximas as ICsg
das drogas isoladas e realizamos combinacGes entre os compostos com diferentes proporcdes
(100% - 75% - 50% - 25% da ICsp). Cada ponto representa uma combinacdo especifica
obedecendo as seguintes proporcdes: ponto 1 — 100% da ICsp curcumina +100% da 1Csp peTC 04
dissulfiram; PONO 2 — 25% da 1Cs0 curcumina + 75% da 1Csp peTc ou dissulfiram; PONtO 3 — 25% 1Cs0 curcumina
+ 50% IC50 DETC ou dissulfirams pOﬂtO 4 — 25% IC50 curcumina t 25% ICSO DETC ou dissulfirams pOﬂtO 5 -
75% 1Cs0 curcumina + 25% 1Cso pETC 0u dissulfiram; PONtO 6 — 50% ICsp curcumina + 25% 1Cs0 pETC 0U
dissulfiram, p0nt0 7 —100% ICSO curcumina T 25% ICSO DETC ou dissulfirams pOﬂtO 8 — 25% ICSO curcumina T
100% 1Cs0 peTC ou dissulfiram- OS graficos sdo representativos de 2 experimentos independentes
realizados em triplicata e foram gerados a partir do programa CompuSyn.
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6.4 Determinacdo das 1Cso dos compostos sobre esplendcitos murinos

O potencial toxico das drogas sobre cultura de células de mamifero foi avaliado em
esplendcitos isolados do bago de camundongos e incubados com as drogas em cinco
concentracdes diferentes, para determinar a ICso de cada composto (figura 16). A curcumina
apresentou I1Csp de 11,24pg/mL (30,51uM) sendo, aproximadamente, 3 vezes mais toxica
para o parasito que para celulas de mamiferos. A curva de inibicéo apresentou um efeito dose
resposta. O DETC (B) apresentou uma ICso de 3,4pug/mL (15,09uM). Esse composto foi
aproximadamente 2 vezes mais citotdxico para a célula de mamifero que para o parasito. A
ICso do dissulfiram (C) foi de 4,5ug/mL (15,17uM), assim como seu metabolito, o
dissulfiram apresentou-se mais téxico para os esplendcitos que para as culturas de P.
falciparum. Como controle, o efeito da artemisinina foi avaliado sobre os esplendcitos e foi
obtida uma 1Csy de 5,46pg/mL (19,3uM). Dentre os compostos testados, o0 DETC e o

dissulfiram foram os mais citotdxicos para esplenocitos murinos.
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Figura 16: Determinacdo das ICsy em esplendcitos murinos, ap6s a incubacdo com o0s
compostos. Figura A representa a citotoxicidade da curcumina; figura B representa a
citotoxicidade do DETC; figura C representa a citotoxicidade do dissulfiram; e figura D
representa a citotoxicidade da artemisinina, sendo obtidos, respectivamente, valores de 1Cs de
30,51uM, 15,09uM, 15,17uM e 19,3uM. As drogas foram incubadas com 1 x 10° esplenécitos
murinos, durante 24 horas. O percentual de inibicdo foi determinado a partir do controle com o
DMSO (solvente). A inducdo da proliferacdo foi feita através do uso da concanavalina A e a
proliferacdo foi avaliada através da técnica de incorporacdo de timidina tritiada. Cada barra
representa a média da porcentagem de inibicdo do experimento em triplicata. Esses graficos sdo
representativos de quatro experimentos independentes realizados em triplicata e as 1Cso foram
determinadas pelo GraphPad.PRISM5.0.
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6.5 Determinacéo das 1Cso dos compostos combinados sobre esplendcitos murinos

Objetivando avaliar a 1Csy da combinacdo entre as drogas, procedemos com a citotoxicidade
sobre esplendcitos murinos (figura 17). As células foram incubadas com as drogas por 24 horas, e
avaliados os efeitos da combinacdo sobre a proliferacdo celular. Foi utilizada a concentragdo de
1,5ug/mL, concentracgdo inferior a 1Cso dos compostos. A curcumina (com a concentracao fixa)
em combinacdo com o DETC (figura A) apresentou um valor de 1Cso de 14,22ug/mL (63,10uM).
A combinacdo com a curcumina reduziu os efeitos téxicos do DETC, quando utilizado
isoladamente, em aproximadamente 4 vezes. Ao mantermos fixa a concentragdo do DETC e
combinando com variadas concentragcdes da curcumina (figura B), obtivemos uma ICs, para a
curcumina de 7,76ug/mL (21,06uM), a combinacdo com o DETC elevou a toxicidade da
curcumina. Quando combinado com a curcumina (figura C), o dissulfiram apresentou uma ICs
de 1,75pug/mL (5,9uM), demonstrando maior toxicidade sobre os esplendcitos. A combinacéo
entre o dissulfiram e concentracfes variadas da curcumina (figura D) ndo exibiu um efeito dose-
resposta, o que impossibilitou a determinacdo da ICsy. Para todas as combinacdes testadas, o

percentual de inibicdo da proliferacdo celular manteve-se em torno de 20%.
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Figura 17: Determinacdo das ICsy da combinacdo entre curcumina, DETC e dissulfiram
sobre esplendcitos. Figura A corresponde a combinacdo entre a curcumina e o DETC; figura B
corresponde a combinacdo entre o0 DETC e a curcumina; a figura C representa a combinacéo
entre a curcumina e o dissulfiram; e a figura D, a combinacéo entre o dissulfiram e a curcumina,
resultando em valores de ICsy de 63,10uM, 21,06uM, 5,9uM. O tipo de resposta induzido pela
combinacdo exposta na figura D ndo possibilitou a determinagdo da 1Cso. As drogas foram
incubadas com 1 x 10° esplendcitos murinos por um periodo de 24 horas, a proliferacio celular
dos esplendcitos foi induzida pela concanavalina A e a detec¢do da proliferacdo celular foi
realizada através do método de incorporacdo da timidina tritiada. Cada barra representa a média
da porcentagem de inibicdo de um experimento representativo de trés realizados em triplicata. Os
valores de 1Cso foram obtidos através do programa GraphPad.PRISM 5.0.
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6.6 Avaliacdo do indice de seletividade (IS) dos compostos em combinacéo

Este indice visa a avaliar 0 qudo seletivo um composto € entre a cultura dos parasitos e as
células de mamifero, indicando assim o potencial destes, para uso em testes clinicos.
Observamos que o indice de seletividade (IS) (tabela 1) do DETC quando combinado com a
curcumina foi de 10161,03; o IS da curcumina quando combinada com o DETC foi de 21,55;
o IS do dissulfiram em combinacdo com a curcumina foi de 1035,08; o IS da curcumina
qguando combinada com o dissulfiram ndo pode ser determinada tendo em vista que nao
obedeceu a uma curva dose-resposta, sem esse dado fica impossivel calcular o IS. Como
comparacdo, calculamos o indice de seletividade da artemisinina que foi de 7,72. A
combinacdo da curcumina com o DETC foi que apresentou maior seletividade, inclusive

maior que a da artemisinina.

IC5, dos compostos nos esplendcitos

Indice de seletividade (IS)=
ICs, em culturas de P. falciparum

COMPOSTO Citotoxicidade em IC50 UM INDICE DE
esplendcitos ICsy UM SELETIVIDADE
Curcumina + DETC 63,10 0,00621 10161,03
DETC + CURCUMINA 21,06 0,977 21,55
Curcumina + DSS 5,9 0,0057 1035,08
DSS+ CURCUMINA | e 1,19 | -
ARTEMISININA 19,3 0,7 27,57

Tabela 1: Indice de seletividade dos compostos em combinacédo. Os indices de seletividade
foram calculados pela propor¢édo entre a ICso encontrada para a combinacdo em esplendcitos e a
ICsp da combinagdo em culturas de P. falciparum. Os dados foram baseados na média
determinada pelos experimentos realizados para cada avaliacao.
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6.7 Avaliacdo do efeito (citotoxico/citostatico) produzido pelas drogas em culturas de P.
falciparum

Com a finalidade de analisar o padréo de efeito que 0os compostos apresentavam sobre as culturas,
as hemacias infectadas pelo P. falciparum foram incubadas com os compostos por 48 horas
(tempo necessario para a conclusdo de um ciclo em cultura) e, apds esse periodo, 0s compostos
foram retirados e o crescimento da cultura acompanhado por mais um ciclo. Em um dos grupos,
foi realizada a pré-incubacéo da cultura com o antioxidante urato, na tentativa de validar os dados
da literatura que correlacionam os efeitos da curcumina, dissulfiram e DETC a interferéncia com
0 equilibrio redox. Na figura 18 A, observamos gque, mesmo apos a retirada da curcumina da
cultura, o P. falciparum permaneceu, por mais um ciclo, incapaz de invadir novas hemacias. 1sso
nos indica que, possivelmente, o efeito da curcumina é citotoxico nas condi¢bes empregadas. A
pré-incubacdo com o urato ndo influenciou a proliferacdo celular, o que nos leva a ponderar que o
efeito do composto pode ndo ter relagdo com estresse oxidativo, ou que a concentracdo do
antioxidante e/ou o tempo de exposi¢do ndo foram suficientes para reverter o efeito da droga. Na
figura 18 B, notou-se que apds a remocao do DETC as células mantiveram o padrdo de invasdo
celular, o que nos leva a crer que provavelmente os efeitos desta droga sdo citostaticos para
culturas de P. falciparum e, neste caso, a pré-incubacdo com o urato foi capaz de reverter o0s
efeitos causados pela droga. A figura 18 C exibe o efeito do dissulfiram e evidencia que, assim
como seu metabdlito, o efeito causado nas culturas foi citostatico, e a pré-incubacdo com o urato

ndo causou interferéncia no padréo de efeito da droga.
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Figura 18: Efeito citotdxico/citostatico da curcumina, DETC e dissulfiram sobre culturas de
P. falciparum. Incubamos as drogas, na concentracdo da ICsg, sobre culturas sincronizadas de P.
falciparum, com parasitemia e hematdcrito de 2,5%, e mantivemos a incubacdo por um periodo
de 48 horas. As trocas de meio foram realizadas diariamente e as drogas foram adicionadas ao
meio a cada troca. Apos 48 horas, retiramos as drogas e mantivemos a troca de meio diaria. O
crescimento da cultura foi acompanhado por mais 48 horas. A determinagdo da parasitemia foi
através de esfregacos sanguineos diarios. A pré-incubacdo com o urato foi realizada 24 horas
antes de tratarmos as culturas com as drogas. Na figura 18 A, observamos o efeito da curcumina,
que foi citotoxico e que o urato ndo foi capaz de reverter o efeito do composto; na figura 18 B, o
efeito do DETC; e na figura 18 C, o efeito do dissulfiram, ambos apresentaram efeito citostatico
e somente no caso do DETC o antioxidante foi capaz de reverter o efeito do composto. Esse
gréafico € representativo de 2 experimentos independentes.
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6.8 Avaliacdo do efeito hemolitico dos compostos

Tendo em vista que o Plasmodium falciparum é um parasito intracelular que infecta as hemacias,
e que a morte da célula hospedeira inviabiliza a infec¢do, avaliamos a capacidade das drogas em
causar hemolise, com o intuito de verificar se a atividade das substéncias fora exercida no
parasito por inducdo de hemolise, impossibilitando assim a manutencao da infeccdo. Para todas
as condicdes, o controle positivo foi saponina, um detergente natural que provoca hemdlise. Na
figura 19 A, foi avaliado o efeito da curcumina e observado que as concentracOes testadas néo
ocasionaram hemolise. A menor concentracdo utilizada correspondeu a 1Cso do composto. As
figuras 19 B e C evidenciam a avaliacdo do DETC e do seu percussor, o dissulfiram. Assim como
para a curcumina, a menor concentracgdo testada dos tiocarbamatos foi a 1Csp e da mesma forma,

nao observamos efeitos hemoliticos.

Foi realizada a avaliacdo da capacidade hemolitica das drogas usadas em combinacdo. Verificou-
se nas figuras 20 A e B que a combinagdo da curcumina com o DETC e a combinagdo da
curcumina com o dissulfiram ndo produziram hemdlise detectavel. A capacidade hemolitica foi
avaliada tanto com a combinacdo das ICsy como da combinacéo de concentracGes bem superiores

aelas.
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Figura 19: Efeito hemolitico da curcumina, DETC e dissulfiram. As hemacias (hematdcrito
de 1%) foram incubadas com as drogas curcumina (A), DETC (B) e dissulfiram (C) por 1 hora,
posteriormente foi avaliada a taxa de hemdlise em relacdo ao controle positivo e para todas as
drogas e concentracdes testadas, ndo observamos efeito hemolitico. Cada tracado representa a
média + o desvio padrdo. Os graficos sdo representativos de dois experimentos realizados em
triplicata e a analise estatistica foi realizada através do programa Graph.Pad prism 5.0 utilizando
o teste Anova e Dunnett com p < 0,0001.



62

I
100 —_— 3 Saponina 100 [ Saponina
3 curcumina 25ugimlL + DSS 25ug/

[ Curcumina 25ug/mlL + DETC 25ug/
Curcuming 3, 7ug/imL + DETC 8ug/f Curcumina 3, Tug/mL + DSS Sug/

% Hemolise
o
=

50
*p=0,0001

*p<0,0001 Dunnett
Dunnett

% Hemélise

Figura 20: Efeito hemolitico da combinacdo dos compostos. As hemacias (hematdcrito de
1%) foram incubadas com a combinacgdo das drogas curcumina com DETC (A) e curcumina com
dissulfiram (B) por 1 hora. Posteriormente foi avaliada a taxa de hemdlise em relac&o ao controle
positivo e, nas concentracdes testadas, ndo foi observado efeito hemolitico. Cada tracado
representa a média £ o desvio padrdo. Os graficos sdo representativos de dois experimentos
realizados em triplicata, e a andlise estatistica foi determinada através do programa Graph.Pad
prism 5.0 utilizando o teste Anova e Dunnett com p < 0,0001.
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6.9 Avaliacdo dos alvos celulares das drogas

Na tentativa de identificar possiveis alvos celulares e eventuais mecanismos de acdo das
substancias, foi realizada a técnica de microscopia eletronica de transmissdo com as drogas
isoladas e em combinagdo. A figura 21 mostra as células controle com as caracteristicas normais
de fase evolutiva, nicleo apresentando eletrondensidade caracteristica, os cristais de hemozoina
bem determinados, com a conformacéo padrdo e ocupando o vacuolo digestivo. A figura 22
apresenta células tratadas com o dissulfiram, em que se observa uma desorganizacao estrutural do
parasito. Os cristais de hemozoina apresentam conformagdo delgada, com membranas na
periferia do vacuolo digestivo, além de uma porcao eletrodensa do parasito em associa¢do com o
vacuolo. Ocorreram dilatagdes proeminentes do reticulo endoplasmatico que circunscreve o
nucleo. A figura 23 mostra células tratadas com a I1Cso do dissulfiram, onde o vacuolo digestivo
do parasito apresentava estruturas, possivelmente, cristais de hemozoina delgados e/ou
desestruturados. Foi verificada a formacdo de figuras de mielina no citoplasma, associadas ao
vacuolo digestivo e compartimentos de natureza presumivelmente autofagica. Assim como na
figura 20, foram visualizadas dilatacdes do reticulo endoplasmatico que compdem o envoltorio
nuclear. Ao tratar os parasitos com a ICsy do DETC, figura 24, observou-se a presenca de
vactolo autofagico, contendo membranas e cristais de hemozoina polimorficos. Observamos
também a dilatacdo de cisternas de reticulo endoplasmético que compdem o envelope nuclear.
Foi verificada a frequente presenca de membranas na periferia dos vactolos digestivos. Na
figura 25, verificou-se a presenca de um grande compartimento eletrondenso com as mesmas
caracteristicas do citoplasma do eritrocito. Muitos parasitos apresentaram vacuolizacao
citoplasmatica e membranas associadas aos cristais de hemozoina, com associada incluséo
lipidica. Alguns parasitos apresentaram cristais de hemozoina dispersos pelo citoplasma e
acentuada desorganizacdo estrutural da célula. Na figura 26 pode-se observar a presenca de
vacuolos contendo membrana, estrutura indicativa de vacuolos autofagicos. Observou-se
estrutura semelhante ao vacuolo digestivo do parasito com possiveis cristais de hemozoina
completamente alterados. A figura 27 exibe o parasito com vacuolo contendo membranas, e
presenca de compartimento em aparente fusdo com vacuolo. Observou-se vactolo digestivo
contendo cristais de hemozoina. Notou-se a presenca de compartimentos autofagicos em

associacdo ao vacuolo digestivo, contendo hemozoina. Na figura 28, € possivel observar grandes
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areas com contetdo do citoplasma do eritrocito, além de dilatagfes do reticulo endoplasmaético.

Os vacuolos digestivos apresentam cristais de hemozoina, além de material amorfo.

Figura 21: Analise Ultraestrutural de Plasmodium falciparum em Eritrocitos Humanos.
Microscopia eletronica de transmissdo realizada com hemacias infectadas sem tratamento,
sincronizadas, com parasitemia de 10%. E possivel observar nas figuras A e B que a disposicao
das organelas do parasito é caracteristica da fase evolutiva, os nucleos (N) apresentam
eletrondensidade normal, os cristais de hemozoina (*) estdo com a conformagdo padrdo no
interior dos vacuolos digestivos (VD). Para a realizacdo da microscopia, fez-se necessario
previamente concentrar as células com percoll. Foram observadas em torno de 140 células e
apresentadas as caracteristicas que foram encontradas em mais de 60% das células.
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Figura 22: Microscopia eletronica de transmissdo de hemacias infectadas por Plasmodium
falciparum tratadas com dissulfiram. MET de hemécias infectadas, com parasitemia de 10% e
sincronizadas, tratadas com a ICsy do dissulfiram por 24 horas. Para concentrar as células
infectadas foram enriquecidas em gradientes de Percoll. E possivel observar a desorganizacio
estrutural dos parasitos (A-D). Observamos a formagdo de cristais delgados (A, *) ou
subdesenvolvidos (B, *) de hemozoina, além da presenca de membranas na periferia do vactolo
digestivo (VD, pontas de seta). As figuras B e C apresentam dilatag&o (setas brancas) do reticulo
endoplasmatico (RE) que circunscreve o compartimento nuclear (N). Observamos também a
membrana do reticulo em continuacdo com a membrana do vacutolo digestivo (B, seta preta). Foi
observada a justaposicdo das membranas do vacutolo digestivo (C, VD) e o envoltério nuclear
(insets, setas), o qual apresenta material membranar luminal (pontas de seta). Na figura D
observamos cristais de hemozoina localizados tanto no vactolo digestivo (seta preta), quanto
livres no citoplasma (seta branca), indicando a ruptura da membrana deste compartimento. As
alteracOes apontadas foram observadas em no minimo 60% das imagens e foram avaliadas em
torno de 100 células.
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Figura 23: Microscopia eletrénica de transmissdo de hemécias infectadas por Plasmodium
falciparum tratadas com dissulfiram. MET de hemaécias infectadas, com parasitemia de 10%,
sincronizadas e tratadas com a ICsy do dissulfiram por 24 horas. Para concentrar as células
infectadas, foram enriquecidas com gradientes de Percoll. Observamos nos vacuolos digestivos
(VD) cristais de hemozoina (pontas de seta) desestruturados (A) e/ou delgados (B). A figura A
apresenta a formacdo de figuras de mielina associadas ao vactolo digestivo (VD, *) e
compartimentos autofagicos (setas largas) e dilatagfes do reticulo endoplasmatico (setas finas).
As alteracOes apontadas foram observadas em no minimo 60% das imagens e foram avaliadas em
torno de 100 células.
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Figura 24: Hemacias infectadas por P. falciparum tratadas com a I1Csy do DETC por 24
horas. Microscopia eletrdnica de transmissao realizada com hemacias infectadas com parasitemia
de 10%, sincronizadas e tratadas com a ICsp do DETC por 24 horas. Observou-se vacuolo
autofagico (A e B, seta preta). Também foram observadas alteracGes nucleares (B, seta fina).
Cristais de hemozoina (pontas de seta pretas, A-D), inclusive dispersos no citoplasma celular (D,
pontas de seta pretas). Dilatacdo de cisternas de reticulo endoplasmatico (*, A - D) que compdem
o envelope nuclear (N). Presenca de inclusdo lipidica (A e B, seta branca) associada ao vacuolo
digestivo (VD). Na figura B, verificou-se a continuidade da membrana do vactolo digestivo com
a do reticulo endoplasmatico que circunscreve o nucleo (ponta de seta branca). Foram avaliadas
aproximadamente 80 células e todas as alteracdes apontadas foram observadas em no minimo
60% das células. O método de concentracdo do percoll foi utilizado com o objetivo de concentrar
as células infectadas.
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Figura 25: Hemacias infectadas por P. falciparum tratadas com a ICsy da curcumina.
Microscopia eletronica de transmissdo de hemaécias infectadas, sincronizadas e com parasitemia
de 10% e tratadas com a ICsq da curcumina por 24 horas. Na Figura A, observa-se compartimento
eletrondenso (setas brancas) semelhante ao citoplasma do eritrdcito. Vacuolizacao citoplasmatica
(B, setas) e membranas associadas aos cristais de hemozoina (inset, ponta de seta), associada
inclusdo lipidica (seta preta). Cristais de hemozoina dispersos pelo citoplasma (C, pontas de seta)
e desorganizacio estrutural da célula (D). E possivel observar a presenca de cristais de
hemozoina em sobreposicdo ao ndcleo (C, ponta de seta branca) e no limen do envoltério nuclear
(C, pentagono). Foram avaliadas aproximadamente 70 células e todas as alteracGes apontadas
foram observadas em no minimo 60% das células. O método de concentragdo do percoll foi
utilizado com o objetivo de concentrar as células infectadas.
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Figura 26: Hemdacias infectadas por P. falciparum tratadas com a ICsy da curcumina.
Microscopia eletronica de transmissdo de hemacias infectadas, sincronizadas e com parasitemia
de 10% e tratadas com a ICsy da curcumina por 24 horas. Figura A observa-se a perda da
organizacao celular e a presenca de cristais de hemozoina (pontas de seta) com alteracdo na
conformacdo. Na figura B, nota-se estrutura semelhante ao vacuolo digestivo (VD) do parasito
com possiveis cristais de hemozoina (pontas de seta), e também a continuidade da membrana do
reticulo endoplasmatico que circunscreve o nucleo em associacdo com a membrana do vacuolo
digestivo (A, setas brancas), além de extensa dilatacdo da membrana do nucleo (*). Observa-se a
presenca de destruicdo nuclear (B, seta preta) e de perda de continuidade da membrana do
vacuolo digestivo (B, inset seta branca). Foram avaliadas aproximadamente 70 células e todas as
alteracBes apontadas foram observadas em no minimo 60% das células. O método de
concentracdo do percoll foi utilizado com o objetivo de concentrar as células infectadas.
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Figura 27: Hemacia infectada com P. falciparum tratada com a combinacdo das drogas
dissulfiram e curcumina (I1Csp) durante 24 horas. Microscopia eletronica de transmisséo de
hemaécias infectadas, sincronizadas e com parasitemia de 10%, tratadas com a combinacdo da
ICso das drogas curcumina e dissulfiram por 24 horas. Na figura A, observa-se vacuolo (V)
apresentando membranas (pontas de seta) e compartimento (*) em aparente fusdo com vacuolo.
Vacuolo digestivo contendo cristais de hemozoina (seta larga) e estrutura cristaloide (seta
branca), inset demonstrado presenca de membrana associada ao cristaloide (ponta de seta). Na
figura B, compartimentos autofagicos (setas) e hemozoina (pontas de seta negras) com estrutura
alterada. Em C, parasito com vacutolo digestivo e cristais de hemozoina (pontas de seta) com
formato alterado. Foram avaliadas aproximadamente 60 células e todas as alteragdes apontadas
foram observadas em no minimo 60% das células. O método de concentracdo do percoll foi
utilizado com o objetivo de concentrar as células infectadas.
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Figura 28: Microscopia eletronica de transmissdo de hemécia infectada por Plasmodium
falciparum tratada com a 1Csyp do DETC combinada com a ICsy da curcumina, por 24
horas. Microscopia eletronica de transmissdo de hemécias infectadas, sincronizadas e com
parasitemia de 10% tratadas com a combinacdo da ICsp das drogas curcumina e DETC por 24
horas. Dilata¢fes do reticulo endoplasmatico (A, setas) que delimitam o nucleo (N). Os vacutolos
digestivos (VD) apresentam cristais de hemozoina (*). Areas com citoplasma do eritrocito (B,
setas). Foram avaliadas aproximadamente 50 células e todas as alteracdes apontadas foram
observadas em no minimo 60% das células. O método do percoll foi utilizado com o objetivo de
concentrar as células infectadas.
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6.10 Avaliacdo do efeito dos compostos sobre a inibicdo da hemozoina in vitro

Tendo em vista que a formacdo da hemozoina é um processo metabolico extremamente
importante para a sobrevivéncia e manutencdo do ciclo do Plasmodium falciparum e que o0s
achados da microscopia eletronica indicavam alteragdes na estrutura do cristal, foram avaliados
in vitro os possiveis efeitos das substancias sobre esse processo, visando a verificar se o
mecanismo de acdo das drogas estava relacionado com este processo. Para isso, incubamos as
drogas com hemina, SDS, tampdo acetato e mantivemos por um periodo de 24 horas. A
concentracdo de hemozoina foi determinada atraves de uma curva padrdo de hemina. Foram
utilizadas variadas concentracGes das drogas e observa-se na figura 29 A que a curcumina néo
exerceu nenhum efeito sobre a formacéo do cristal in vitro. Ao avaliar o efeito do DETC (B),
também foi verificado que, como a curcumina, ele ndo foi capaz de inibir a formacéao do cristal in
vitro. Ao realizar a avaliacdo do dissulfiram (C), observou-se que apenas as concentragdes mais
elevadas apresentavam algum efeito, o que indica que ndo é o mecanismo de acéo, tendo em vista
que o valor da ICsp do composto é bem inferior a concentracdo capaz de inibir a formacgéo do

cristal in vitro.
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Figura 29: Efeito das drogas sobre a formacdo da hemozoina in vitro. Foram incubadas
diferentes concentragdes das drogas com hemina, SDS, tampdo acetato por 24 horas. Apds esse
periodo, avaliou-se o total de cristal formado através do espectrofotdmetro a 400nm. A curva
padrdo foi realizada com diferentes concentracGes de hemina. Figura A, avaliacdo do efeito da
curcumina, em B, efeito do DETC e em C, efeito do dissulfiram, pelo método in vitro (item
5.21), as drogas ndo exercem efeito sobre a formacéo do cristal, nas concentracdes testadas. Esses
graficos sdo representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata. A
analise estatistica foi realizada pela analise de variancia utilizando o programa Graph.Pad prism

5.0.
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6.11 Avaliacdo da inibicdo da formacdo de hemozoina com extrato do parasito

Uma vez que os achados de microscopia eletronica de transmissdo indicaram fortemente a
lentificada formacdo de hemozoina, avaliamos se componentes do parasito per se poderiam estar
envolvidos na biogénese do cristal (figura 30). Assim sendo, foram utilizados os homogenatos.
Para isso, incubamos os parasitos na presenca da ICsy dos compostos e apds 24 horas de
incubagdo, seguiu-se com o método de isolamento do parasito e extracdo do cristal e
normalizamos os dados por pg de proteina de parasito. A cloroquina foi utilizada como controle
positivo. A partir deste método, foi possivel observar que a ICso da curcumina foi capaz de inibir
a formacdo do cristal na mesma proporcao que a cloroquina, o que corrobora com os achados da
microscopia eletronica de transmissdo. Nem o dissulfiram e nem o DETC foram capazes de inibir

a formacao do cristal, mantendo os niveis semelhantes ao do controle.
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Figura 30: Dosagem de hemozoina (uUM/ ug de proteina) de Plasmodium falciparum tratado
com a ICsp das drogas. Parasitos foram incubados com a ICsq das drogas por 24 horas, apds esse
periodo, isolamos o parasito da hemécia e seguimos com o protocolo de extracdo do cristal,
usando homogenatos de parasitos isolados. A ICsy da curcumina inibiu a formagéo do cristal na
mesma proporcao que a ICsq da cloroquina. A deteccdo da quantidade de hemozoina foi feita em
espectrofotdbmetro a 400 nm e a quantidade de hemozoina formada foi determinada por curva
padrdo, utilizando a hemina. A analise estatistica foi realizada utilizando o Graph.Pad.prism e
pela ANOVA (p<0,0001, Dunnett). Esse grafico é representativo de dois experimentos
independentes realizados em triplicata.
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6.12 Avaliacdo da presenca de espécies reativas ao oxigénio apds o tratamento com as drogas

Tendo em vista a capacidade de producdo de ERO (espécies reativas do oxigénio) induzida pelos
farmacos testados, conforme descrito pela literatura, e os achados de microscopia eletrénica que
demonstravam alteracOes celulares que poderiam estar associadas ao aumento intracelular dos
niveis de radicais livres, avaliamos através da microscopia de fluorescéncia a geracdo de EROs,
através da sonda fluorescente dihidroetidio (DHE). Como o Plasmodium falciparum é um
parasito intracelular, a microscopia de fluorescéncia surge como uma ferramenta auxiliar, pois
com ela é possivel associar a fluorescéncia a presenca do parasito. As células foram tratadas com
10 pg/mL das drogas. Essa concentracdo foi selecionada, pois como o objetivo era avaliar a
inducdo inicial dos EROS em um curto tempo (2 horas), fazia-se necessario utilizar concentracéo
superior a 1Cso. Na figura 31 podemos observar hemécias ndo infectadas (A, B) e hemacias
infectadas com o P. falciparum controle solvente (C, D). As imagens nos mostram que a
marcacdo da sonda so é verificada na presenca do parasito. Observamos também que o controle
com solvente apresentou uma leve fluorescéncia (D) que ndo foi observada nas hemacias nédo
infectadas (B). Na figura 32, temos hemaécias infectadas tratadas com o DETC (A, B) e com a
curcumina (C, D), ambas as drogas na concentracdo de 10pg/mL por duas horas. Podemos
observar que o tratamento com as drogas aumenta a intensidade de fluorescéncia quando
comparada ao controle com o DMSO, indicando que as drogas induzem um aumento nos niveis
de EROs intracelular no parasito. A figura 33 representa a co-incubacdo do DETC (A, B) e da
curcumina com o antioxidante N-acetil-cisteina (NAC), utilizado para demonstrar o efeito
protetor de um antioxidante frente a producdo de EROs intracelulares. Entretanto, ndo

observamos diminuicdo na intensidade de fluorescéncia ao usar este antioxidante.
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Figura 31: Deteccdo de espécies reativas ao oxigénio pela sonda DHE em hemécias
infectadas com P. falciparum. A, C contraste de fase e B, D fluorescéncia de hemacias
incubadas com a sonda DHE (Dihidroetidio). Hemacias ndo infectadas (A, B) ou infectadas com
Plasmodium falciparum na fase de trofozoito adulto com o solvente (DMSO) (C, D). Observa-se
que as hemécias ndo infectadas ndo apresentam fluorescéncia (B) e que o controle com solvente
apresenta leve fluorescéncia, associada a presenca do parasito (D). A concentracdo do solvente
foi igual a maior concentracdo do mesmo, quando utilizado com os compostos. Essas imagens
sdo representativas de dois experimentos independentes.
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Figura 32: Deteccdo de espécies reativas ao oxigénio pela sonda DHE em hemacias
infectadas com P. falciparum tratadas com DETC e com a curcumina. A e C- contraste de
fase e B e D- fluorescéncia para DHE de hemacias infectadas com trofozoitos de P. falciparum
tratadas com DETC a 10ug/mL por 2 horas (A, B). Tanto o tratamento com o DETC (B) quanto
com a curcumina (D) elevaram os niveis intracelulares de EROs. Observa-se que a distribuicdo
de EROs no parasito é de forma disseminada. Células incubadas com 10ug/mL de curcumina por
2 horas (C, D). Essas imagens sdo representativas de dois experimentos independentes.
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Figura 33: Deteccdo de espécies reativas ao oxigénio pela sonda DHE em hemacias
infectadas com P. falciparum tratadas com DETC e com a curcumina co-incubadas com o
NAC (N-acetil-cisteina). A, C contraste interferencial e B, D fluorescéncia para DHE de
hemécias infectadas com P. falciparum na fase de trofozoito tratadas com N-acetil-cisteina a
10pg/mL por 2 horas e co-incubadas com DETC a 10ug/mL (A, B) ou curcumina a 10pg/mL (C
e D). Observou-se que o tratamento com o antioxidante n&o foi capaz de reverter as marcagoes
promovidas pelo tratamento com as drogas. Essas imagens sdo representativas de dois
experimentos independentes.
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6.13 Quantificacdo dos niveis de EROs pela sonda DHE através da citometria de fluxo

Apbs verificarmos que a fluorescéncia expressa pela sonda estava restrita ao parasito e que
ocorria um aparente aumento da geracdo de espécies reativas por parte das substancias testadas,
quantificamos, através da citometria de fluxo, 0 aumento da geracdo de espécies reativas nas
hemacias infectadas por Plasmodium falciparum (figura 34). Para isso, incubamos as células com
10pg/mL das drogas por 2 horas e 10uM de DHE. Foi feita leitura no citémetro de fluxo, sendo
observado o aparecimento de 4 populacfes distintas, as quais ndo foi possivel determinar, que
classificamos como M2 figura 34 A (média de todas as populacdes), M3 figura 34 B, M4 figura
34 C e M5 figura 34 D. Ao analisarmos os dados da média de todas as popula¢des (M2) figura 34
A, podemos verificar que o DETC, a curcumina e a combinacdo dos dois promove um aumento
nos niveis de EROs do parasito. A combinacdo aumentou também a quantidade de individuos
expressando fluorescéncia. O controle apresentou fluorescéncia em grande parte da populagao, o
que era esperado tendo em vista que o P. falciparum vive em um ambiente extremamente
oxidante. A curcumina promoveu maior aumento na intensidade de fluorescéncia (figura 34 B),
porém houve uma diminuicdo na populacdo. O DETC e a combinacdo também mantiveram
maiores niveis de fluorescéncia que o controle. A figura 34 C mostra 0 mesmo padrédo da figura
B, a curcumina aumentou a intensidade de fluorescéncia quando comparada a célula ndo tratada.
Entretanto, a porcentagem da populacdo fluorescente foi inferior as outras condi¢des. Quando
combinada ao DETC, a intensidade de fluorescéncia permaneceu semelhante a da curcumina
isolada, porém ocorreu aumento da porcentagem da populacdo expressando a fluorescéncia. Na
figura 34 D houve um incremento tanto na intensidade quanto na porcentagem da populacéo
expressando fluorescéncia para todas as drogas testadas quando comparadas ao controle. Os
dados exibidos pela citometria de fluxo corroboram com o que foi observado na microscopia de

fluorescéncia.
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Figura 34: Avaliacdo da presenca de EROs intracelular em hemécias infectadas com P.
falciparum ap6s o tratamento com o DETC, a curcumina e a combinagéo destes compostos.
As hemacias parasitadas foram incubadas com 10ug/mL dos compostos por um periodo de 2
horas, apds o tratamento as células forma lavadas e incubadas com a sonda DHE a 10uM por 10
minutos e posteriormente a intensidade de fluorescéncia foi avaliada através da citometria de
fluxo. Na figura A temos a média da intensidade de fluorescéncia de todas as populagdes, e nas
figuras B, C e D observamos a média da intensidade de fluorescéncia para cada populacdo
individualmente. Verificou-se que, de uma maneira geral, a incubacdo com as drogas promove
um aumento na média da fluorescéncia e que existe uma variacdo na frequéncia da populacédo
marcada. Os valores expressos acima das barras representam a porcentagem da populacdo
positivamente marcada. O coeficiente de variacdo (CV) de cada grafico pode ser observado nos
dados da citometria que constam no apéndice A.2 da tese. Esses graficos sdo representativos de
dois experimentos independentes.
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6.14 Deteccdo de superéxido mitocondrial em P. falciparum

A partir da observacdo do aumento dos niveis de EROs intracelulares pela utilizacdo da sonda
DHE, foi avaliado se esse aumento seria decorrente, ao menos em parte, ao incremento dos niveis
de radicais O, " (superoxido), tendo em vista que o DETC € um inibidor da enzima superdxido
dismutase. Assim, tratamos as células com as drogas na concentracao de 10ug/mL, tanto isoladas
quanto combinadas, e avaliamos a possivel reversao do efeito do antioxidante co-incubando com
10uM de tocoferol (figura 35). Verificamos entdo que o tratamento das células com o DETC
promove um aumento significativo dos niveis de superdxido mitocondrial e esse efeito é
revertido no nivel do controle com a co-incubacdo com o tocoferol. O tratamento com a
combinacdo entre curcumina e DETC promove um aumento na producdo de superoxido
mitocondrial quando comparada ao controle, entretanto esses niveis sdo significativamente
inferiores aos do DETC. A co-incubacdo com o tocoferol reverte o efeito pro-oxidante causado

pela combinacao.
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Figura 35: Avaliacdo dos niveis de superoxido mitocondrial em hemécias infectadas
por P. falciparum através da sonda fluorescente MitoSox. Hemaécias infectadas foram
incubadas com 10pg/mL dos compostos isolados e combinados por 2 horas.
Posteriormente foram lavadas e incubadas com a sonda MitoSox 5uM por 10 minutos e
entdo avaliamos a quantidade de superéxido mitocondrial produzido pelo tratamento.
Observamos que o DETC aumenta significativamente os niveis de superoxido
mitocondrial. Esse grafico é referente a dois experimentos realizados independentemente.
Os dados correspondem a mediana da intensidade de fluorescéncia, que foi representativo
da média como pode ser observado nos dados brutos do citbmetro contidos no apéndice

A.3 da tese.
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6.15 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica produzida pelo tratamento com as drogas

Ao observar a presenca de membranas concéntricas i.e. figuras de mielina na microscopia
eletronica de transmisséo, principalmente associada ao tratamento com o dietildithiocarbamato de
sodio e com o dissulfiram e do aumento dos niveis de radicais detectados pela sonda DHE,
utilizamos a técnica de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico), objetivando
verificar a presenca de peroxidacdo lipidica. A producdo de peroxidacao lipidica é um evento
posterior associado ao aumento dos niveis de espécies reativas ao oxigénio. Observa-se na figura
36 que o tratamento com a ICso do DETC promove um aumento estatisticamente significativo do
malondialdeido (MDA), que é o produto final produzido pela peroxidacdo lipidica, quando
comparado ao controle. O tratamento da curcumina ndo gera modificacdo dos niveis de
peroxidacao lipidica, quando comparadas ao controle. J& o dissulfiram promove a diminui¢éo nos

niveis de peroxidacao lipidica celular.
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Figura 36: Avaliacao da peroxidacdo lipidica produzida pelo tratamento com as drogas em
P. falciparum. Hemaécias infectadas foram incubadas com a ICs, das drogas por 24 horas. Apos
esse periodo, as hemécias foram rompidas e a peroxidacdo lipidica foi avaliada nos parasitos
isolados pela dosagem de MDA através do método das substancias reativas ao éacido
tiobarbitdrico. Observamos que o DETC promove um aumento na peroxidacdo lipidica celular.
Os dados foram normalizados por g de proteina do parasito. Esse grafico é representativo de trés
experimentos independentes realizados em triplicata.
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6.16 Avaliacdo do efeito protetor do antioxidante Urato

Como os dados prévios mostram um aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio,
avaliamos o possivel efeito protetor do antioxidante urato sobre as culturas de P. falciparum
submetidos a acdo das drogas. Incubamos as células por 24 horas com 10uM de urato e apds esse
periodo colocamos as drogas e avaliamos a porcentagem de inibicdo das drogas sobre o
crescimento celular. Observou-se que a pré-incubacdo com o urato ndo ocasionou qualquer
protecdo aos efeitos causados pela curcumina nas culturas de Plasmodium falciparum (figura 37
A). Na figura 37 B, nota-se que o urato ndo reverteu o efeito do dissulfiram, em niveis
estatisticamente significativos, entretanto, é possivel verificar que existe uma tendéncia a
reversao na concentracao testada. Na figura 37 C, verificou-se que a pré-incubacdo com o urato
ndo reverteu significativamente o efeito do DETC sobre culturas. Entretanto, a concentragéo

testada demonstra uma tendéncia a reversao do efeito da droga por ac¢do do antioxidante.
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Figura 37: Avaliacdo da reversdo do efeito antiparasitario das drogas pela acdo do
antioxidante urato. Hem@cias infectadas foram pré-incubadas com os antioxidantes e apds
24 horas foram submetidas a acdo das drogas e sua proliferacdo celular foi avaliada pela
técnica de incorporagdo de hipoxantina tritiada. Observamos que tanto para o dissulfiram
quanto para o DETC a pré-incubagdo com o urato apresenta uma tendéncia a reversao dos
efeitos tdxicos produzidos pelas drogas. Os dados sdo apresentados com a porcentagem de
inibicdo da proliferacdo celular em relacdo ao controle com solvente (DMSO). Na figura A,
observamos a ac¢do da curcumina; na figura B, a acdo do dissulfiram; e na figura C, acdo do
DETC. Os graficos apresentados séo representativos de trés experimentos independentes em
triplicata.
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6.17 Avaliacdo do efeito das drogas sobre a sobrevida de camundongos infectados com P.

berghei

O modelo de mal&ria murina com camundongos, da linhagem swiss webstar, infectados com P.
berghei, foi utilizado para avaliar a capacidade dos compostos em aumentar a sobrevivéncia e
sobrevida dos animais infectados. A cloroquina a 25mg/kg foi empregada como controle
positivo, e 0 solvente (DMSO) como controle negativo. As taxas de sobrevida foram avaliadas
em comparacao ao controle negativo. O dissulfiram a 5mg/kg aumentou a sobrevida dos animais
em 20%, quando comparado ao DMSO (figura 38 A). Essa dose do dissulfiram apresentou
melhores efeitos que doses mais altas, como, por exemplo, 50mg/kg que manteve a sobrevida em
15%, mesma taxa observada para o controle negativo (figura 38 B). O tratamento ndo foi capaz
de eliminar a infeccdo (dados ndo mostrados). Na figura 39 A é possivel observar que a
curcumina a 25mg/kg prolongou a sobrevivéncia dos animais em aproximadamente 12 dias e
manteve a taxa de sobrevida em torno de 28%, o controle negativo manteve uma taxa de
sobrevida de aproximadamente 15%. Avaliamos o efeito do DETC (figura 39 B) e notamos que
dentre as concentracGes testadas, a dose de 100mg/kg demonstrou-se mais eficaz, é possivel
verificar que ela aumentou a sobrevivéncia dos animais, e apresentou taxa de sobrevida de 45%.
A partir da identificacdo das melhores doses das drogas isoladas, seguimos com a combinagéao
das mesmas. A juncdo das drogas (figura 39 C) apresentou um incremento no tempo de
sobrevivéncia e uma taxa de sobrevida de aproximadamente 42%. Dados semelhantes aos
encontrados para as drogas isoladas, porém, vale ressaltar a importancia da terapia combinada

para o tratamento da malaria.
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Figura 38: Avaliacdo do efeito do disulfiram sobre a sobrevida cumulativa de camundongos
swiss webstar infectados com Plasmodium berghei. Foram infectadas com 1x10° células /
animal. A parasitemia foi de 10% e o hematdcrito de 2,5%. Apos a infeccdo, esperou-se 48 horas
para confirmacdo da infeccdo, e sO entdo se iniciou o tratamento, que foi mantido por 5 dias
consecutivos. Observou-se que o dissulfiram a 5mg/kg apresentou os melhores efeitos sobre a
sobrevida dos animais. Os animais foram avaliados por 30 dias consecutivos.
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Figura 39: Avaliacdo da sobrevida cumulativa de camundongos infectados com P. berghei
tratados com curcumina (A), DETC (B) e a combinacéo delas (C). Animais foram infectados
com 1x10° células / animal a partir de um doador. A parasitemia foi de 10% e o hematécrito de
2,5%. Apos a infeccdo, esperou-se 48 horas para confirmacao da infeccdo, e s6 entdo se iniciou o
tratamento, mantido por 5 dias consecutivos. As doses de 100mg/kg de DETC e de 25mg/kg de
curcumina foram as melhores para manter a sobrevida dos animais. A sobrevida dos animais foi
avaliada por 30 dias corridos.
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7. DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou que 0 uso combinado da curcumina, do dissulfiram e seu metabdlito
DETC surge como uma nova estratégia terapéutica para a malaria experimental. O DETC e o
dissulfiram apresentaram efeito sobre a proliferacdo de P. falciparum com ICs, entre 20 e 30uM.
Trabalhos prévios relatavam o efeito desses compostos sobre o protozoario (SCHEIBEL et al.,
1979; MESHNICK et al., 1990), entretanto, empregando cepas e forma de cultivo diferentes.

A curcumina apresentou efeito abaixo dos 10uM. CUI e colaboradores em 2007 avaliaram a
susceptibilidade de quatro cepas (duas sensiveis e duas resistentes a cloroquina) de Plasmodium
falciparum aos efeitos da curcumina e encontraram ICso em torno de 20 a 30uM. Os nossos
resultados demonstram uma susceptibilidade aproximadamente 2 vezes inferior. REDDY e
colaboradores em 2005 encontraram um valor de ICsy em torno de 5uM. Essas diferencas se
devem provavelmente as diferentes cepas utilizadas no estudo, com possiveis variacdes genéticas

entre as mesmas.

Embora a curcumina seja considerada um antioxidante natural, 0 composto exerce atividade anti-
Plasmodium associada a geracdo de EROs (CUI et al., 2007). Essa aparente discrepancia é
presumivelmente devida ao efeito bimodal dose-dependente da curcumina que, em baixa
concentracgéo (i.e. 20uM), inibe a producéo de EROs, enquanto que na concentracdo de 100uM, o
farmaco mostra-se pré-oxidante em células Hep3B (KANG et al., 2005). Entretanto a curcumina
pode ser pro-oxidante mesmo em concentracdes baixas e induz respostas mediadas por glutationa
(LEONG et al., 2012). A curcumina é um potente inibidor da glutationa transferase e é capaz de
modular o metabolismo da mesma (HEEBA et al., 2012), enzima implicada em resisténcia a
cloroquina, do P. falciparum (MANGOY 1 et al., 2010). A deplecédo desta pela producdo de EROs
pode deflagrar o processo de apoptose (KIZHAKKAYIL et al., 2012). Ela também inibe
irreversivelmente a atividade da tiorredoxina redutase, através da formacéo de aductos covalentes
e consequentemente essa inibicdo leva a alteragdes drasticas nas fungdes redox celulares. Além
disso, a proteina modificada possui uma atividade NADPH oxidase, que é capaz de gerar EROs
na presenca de oxigénio (FANG, LU e HOLMGREN, 2005). A tiorredoxina redutase € uma
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enzima indispensavel para a sobrevivéncia dos estagios eritrociticos do Plasmodium falciparum
(KRNAJSKI et al., 2002).

O DETC (N,N-dietilditiocarbamato) e consequentemente seu precurssor, o dissulfiram, além da
inibicdo de SOD (HEIKKILA et al., 1978), tem a capacidade de oxidar a glutationa, promovendo
0 estresse oxidativo (BURKITT et al., 1998; CEN et al.,, 2002; FLETCHER et al., 1988;
RAHDEN-STARON et al., 2012). Entre seus principais mecanismos de a¢io esta a formacéo de
multiplos compostos bioativos, como o CS; e o S- metil-N,N-dietilditilcarbamato sulféxido e
sulfona, poderosos agentes causadores de carbamilacdo em grupos sulfidrilas, podendo assim
inibir enzimas com cisteinas em seus sitios ativos (NAGENDRA et al., 1994).

LOO e colaboradores em 2004 mostraram que o0s metabdlitos do dissulfiram exercem efeitos
sintese da proteina, mas a interacdo do dissulfiram com duas cisteinas localizadas em dominios

dos sitios ligantes de ATP da proteina.

Seguindo essa linha de raciocinio, resolvemos avaliar o efeito da combinacdo destes farmacos
sobre a proliferacéo de P. falciparum, tendo em vista a suscetibilidade que este parasito apresenta
frente a alteracdes do equilibrio redox durante a sua fase de vida intraeritrocitica (BECKER et al.,
2004; MULLER, 2004). Além disso, as principais defesas antioxidantes do P. falciparum sio a
enzima superoxido dismutase e os sistemas glutationa/glutationa redutase e
tiorredoxina/tiorredoxina redutase (MULLER, 2004).

Para avaliar a combinacdo entre farmacos, é extremamente importante levar em consideracdo as
interacdes medicamentosas que essas duas substancias podem apresentar. As interacdes
medicamentosas sdo eventos farmacoldgicos em que os efeitos de um farmaco podem ser
modificados pela presencga de outro. Ao administrar concomitantemente dois medicamentos, eles
podem agir de forma independente ou interagir com aumento ou diminui¢do de efeito terapéutico
ou toxico de um ou ambos. Essa interacdo pode ser danosa quando promove aumento da
toxicidade ou, algumas vezes, através da reducéo e até mesmo do aumento da eficacia de um dos

farmacos. Entretanto, existem interacdes que sdo extremamente benéficas e uUteis (HOEFLER,
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2012). Dentre as diversas interacdes, as de maior interesse nos estudos de quimioterapia sao as
interacOes de efeito, que podem ser classificadas como: aditivas e sinergisticas.

Ao realizarmos a combinacdo dos compostos, inicialmente através da avaliacdo da FIC
(combinacdo inibitoria fracionada), observamos um efeito extremamente promissor e
interessante, pois os valores de 1Csy das drogas foram drasticamente reduzidos, bem como todas
as FICs apresentaram uma interacdo sinergistica (HALLANDER et al., 1982). Com base nos
nossos dados e comparando com a literatura, a combinacdo entre curcumina e os tiocarbamatos

(dissulfiram e DETC) apresenta um efeito extremamente sinergistico.

Outro instrumento utilizado para avaliar interacdes € o isobolagrama, que avalia diferentes
compostos independente do seu mecanismo de acdo ou da natureza de suas relacdes dose-
resposta (BERENBAUM, 1989). Ao tracarmos o isobolograma da combinagdo entre o
dissulfiram, o DETC e a curcumina, observamos que mais de 75% das combinagdes propostas
apresentaram um efeito sinergistico. Esses dados sdo de extrema relevancia, pois as interacdes in
vitro demonstradas pelo isobolograma fornecem uma base essencial para os estudos clinicos.
Entretanto vale ressaltar que esses estudos ndao determinam a eficdcia do composto no
hospedeiro, tendo em vista que a mesma depende de relagdes farmacocinéticas, de absorcéo,
dentre outras (FIVELMAN, ADAGU e WARHURST, 2004). Contudo o fato de estes compostos
terem efetividade comprovada em diferentes modelos, inclusive em humanos com parametros

adequados de biodisponibilidade indica, fortemente, sua aplicabilidade.

Além da avaliacdo da eficacia das drogas, € fundamental considerarmos a citotoxicidade em
estudos que visem ao desenvolvimento de quimioterapicos. Esses testes realizados in vitro séo
fundamentais para analisarmos possiveis efeitos tdxicos em células de mamiferos e como
preditivos dos efeitos in vivo. S&o testes utilizados antes do uso de animais de laboratorio para

evitar o uso desnecessario dos mesmos.

A curcumina apresentou-se trés vezes mais eficaz para P. falciparum em relagdo aos
esplendcitos. Os tiocarbamatos avaliados apresentaram maior toxicidade para células de

mamiferos que contra as culturas do parasito. Quando utilizados em combinacéo, observamos
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que a curcumina diminui os efeitos toxicos causados pelo DETC em esplendcitos murinos.
Entretanto o DETC promoveu um incremento na toxicidade da curcumina, contudo manteve a
mesma em concentracdo 2 vezes maior que a dose necessaria para matar 0 parasito,
possibilitando assim uma margem de seguranca. Ao procedermos a avaliagdo do efeito da
curcumina combinada com o dissulfiram, ndo conseguimos encontrar concentragdes que tivessem
uma relacdo dose-resposta, impossibilitando assim determinar a ICsp. A porcentagem de inibigéo

ficou sempre em torno de 20% para todas as concentracdes testadas.

Vale ressaltar que a curcumina é utilizada na dieta, entretanto em doses possivelmente baixas. A
curcumina é reconhecida como segura pelo FDA (Food and Drug Administration) dos EUA e
tem sido aceita uma ingestdo diaria de 0,1 a 3mg/kg pelo Comité Misto FAO/WHO (Food and
Agriculture Organization/OMS) em aditivos alimentares (STRIMPAKOS e SHARMA, 2008).
Um estudo pré-clinico do Instituto Nacional do Céancer demonstrou que a curcumina ndo
apresentou efeitos citotoxicos em ratos, caes e macacos com doses de 3,5g/kg por dia durante 90
dias (NCI, DCPC, 1996). A curcumina € extraida do acafrdo e empregada em diferentes
formulacGes para diferentes finalidades (revisto em GUPTA et al., 2012), ndo apenas com baixa
toxicidade, mas também revertendo efeitos toxicos de outras drogas. Sendo assim, mesmo
apresentando efeitos citotoxicos, a curcumina ja demostrou ser segura para uso humano, ja sendo

utilizada na dieta e em testes clinicos com doses extremamente altas.

DETC é o primeiro metabolito do dissulfiram, é metilado para formar S-metil N,N-
dietilditiocarbamato (MeDDC) (GLAUSER et al., 1993). O MeDDC é primeiramente oxidado
para formar um intermediario denominado MeDDC sulfeto, que é convertido em S-metil N,N-
dietilditiocarbamato sulfoxido e pequenas quantidade de MeDDC (MADAN et al., 1998).

O dissulfiram e 0 DETC séo utilizados contra Mycobacterium tuberculosis persistente, como
agente quimio-preventivo no cancer, adjunto na quimioterapia convencional do cancer e em
terapia experimental da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (BYRNE et al., 2007; PANDE
e RAMOS 2003; PANG et al., 2007). Vale salientar que DETC pode ter atividade microbicida e
hemolitica (AGAR et al.,, 1991), mas o efeito hemolitico ndo foi observado nas condi¢cfes

empregadas aqui, possivelmente pela combinacdo com a curcumina e/ou dosagens utilizadas.
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DETC e dissulfiram tém, respectivamente, demonstrada capacidade de proteger animais dos
efeitos toxicos da cis-diaminodicloroplatina (I1) na terapia antitumoral (BORCH et al., 1980;
GRINGERI et al., 1988) e da infeccdo pelo Trypanosoma rhodesiense (WYSOR et al., 1982).
Tanto DETC como dissulfiram sdo capazes de reduzir os efeitos toxicos do acetaminofen
(HAZAI et al., 2002), bem como a toxicidade do cadmio (ONO et al., 1997) niquel
(CHRISTENSEN, 1982; BRADBERRY e VALE, 1999) e cromo (SUSA et al., 1998). E sabido
que o dissulfiram tem acéo protetora frente aos efeitos toxicos da isoniazida (BURMAN et al.,
2002), entretanto pode promover a genotoxicidade do acetaldeido (MADRIGAL-BUJAIDAR et
al., 2002). Ambos reduzem a toxicidade do a-naftilisotiocianato (TRAIGER et al., 1984) e pode
ser hepatoprotetor (MASUDA e NAKAYAMA, 1982; JENNISCHE e HANSSON, 1984,
LAURIAULT et al.,, 1992) e nefroprotetor (MASUDA e NAKAYAMA, 1983). Pesquisas
também evidenciaram que o dissulfiram e outros ditiocarbamatos possuem efeito significante no
tratamento contra o cancer (SAUNA, SHUKLA & AMBUDKAR, 2005).

Pelo exposto, a combinacdo de curcumina e disulfiram/DETC constitui uma estratégia segura
para o tratamento da malaria e consequentemente para uso em seres humanos. Este estudo
demonstrou que a combinacdo dos farmacos apresenta indices de seletividades em torno de
10.000 para a curcumina com o DETC e 1000 para a curcumina com o dissulfiram. Estudos
apontam que indices superiores a 3 sdo considerados extremamente seletivos (BEZIVIN et al.,
2003; PRAYONG et al., 2008). Em termos comparativos, o indice de seletividade encontrado
para a artemisinina no nosso estudo foi extremamente inferior ao dos compostos combinados. O
uso da combinagdo das substancias em cultura de P. falciparum é mais seletivo que a prdpria
artemisinina, nas condigdes testadas. A artemisinina é atualmente a droga de escolha para o

tratamento da malaria.

Avaliamos se o efeito dos compostos era citostatico ou citotoxico, e tendo em vista que a
literatura associava possiveis mecanismos de agdo dos farmacos vinculados a vias de estresse
oxidativo, utilizamos o antioxidante urato. A curcumina apresentou efeito citotoxico, por esse
motivo, provavelmente, que em combinagdes cuja concentracdo dessa droga ¢ mantida fixa a
efetividade € maior. O DETC e o dissulfiram apresentaram efeito citostatico. A pré-incubacéo
com o antioxidante urato somente protegeu as células do efeito do DETC, indicando que a
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atividade desse composto esté relacionada ao estresse oxidativo, 0 mesmo ndo foi observado para
a curcumina e o dissulfiram, sugerindo que essa ndo € a principal via de acdo das drogas. Esses
dados apontam para uma lesdo irreversivel, no caso da curcumina e interferéncia em vias menos

lesivas para o DETC e dissulfiram.

O Plasmodium falciparum é um parasito intracelular e depende da sobrevivéncia da célula
hospedeira para manter e completar o seu ciclo de vida. Sendo assim, avaliamos se 0s compostos
utilizados no nosso estudo tinham a capacidade de destruir as hemacias, isolados ou combinados,
levando o parasito a morte pela impossibilidade de completar o ciclo. Observamos que nas
concentragOes testadas nenhuma das drogas foi capaz de causar lise nas hemécias. Esses dados

apontam para um efeito sobre o parasito e ndo sobre a célula hospedeira.

A microscopia eletronica apresenta-se como uma excelente ferramenta para estudos
quimioterapicos (ADADE e SOUTO-PADRON, 2010, 2011; VANNIER-SANTOS e DE
CASTRO, 2009; SOEIRO et al., 2009). A mesma possibilita a identificacdo de alvos celulares e
de possiveis mecanismos de acdo dos compostos antiparasitarios. Sendo assim, avaliamos,
através dessa técnica, os efeitos celulares causados pelos compostos sobre o Plasmodium

falciparum.

Ao avaliarmos as células tratadas com o dissulfiram e com o DETC, observamos a formacéao de
cristais de hemozoina delgados, além da presenca de membranas na periferia do vacuolo
digestivo, em continuidade com o reticulo endoplasmatico do envoltério nuclear, o qual
demonstrou extensa dilatacdo. Observamos também a presenca de figuras de mielina e de

estruturas compativeis com vacuolos autofagicos, vinculadas ao vacutolo digestivo.

O dissulfiram foi utilizado por mais de meio século para o tratamento do alcoolismo. O seu
mecanismo de acdo (gerado pelos seus metabdlitos) é dependente da inibicdo da enzima aldeido
desidrogenase. Essa inibicdo gera a diminui¢cdo do metabolismo do acetaldeido, um produto do
metabolismo do etanol, o que leva ao seu acumulo no organismo e aos efeitos da droga (HALD
& JACOBSEN, 1948). A sua farmacocinética tem sido estudada com frequéncia e foi

demonstrado que ele é bastante seguro.
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A inibicdo da Cu,Zn-SOD, induzida pelo DETC, ocorre atraves da ligagdo e remocgdo dos ions
Cu(ll) do sitio ativo da enzima. A SOD est4 presente em Plasmodium falciparum. A inibicéo
destes sistemas pode vir a permitir o acumulo de radicais livres, 0 que posteriormente pode
causar peroxidacao lipidica da membrana celular, bem como outros danos oxidativos estruturais e
em macromoléculas (WALKER et al., 1987).

Ao observarmos os resultados da microscopia eletronica, procedemos a execu¢do de técnicas de
deteccdo de extresse oxidativo, tendo em vista que os resultados da microscopia eletronica e 0s
dados da literatura apontavam para uma possivel atuacdo tanto do DETC quanto do dissulfiram
por vias relacionadas a funcdo redox. Avaliamos através da sonda DHE (dihidroetidio) a
producdo de espécies reativas pelo parasito, quando incubadas com drogas. Observamos que o
DETC promove um aumento nos niveis de espécies reativas quando comparado com o controle
DMSO e a co-incubagdo com o antioxidante NAC (N-acetil-cisteina) ndo foi capaz de impedir os
efeitos oxidativos do DETC.

Pela microscopia Otica, observamos que a fluorescéncia emitida pela sonda DHE estava
vinculada a presenca do Plasmodium. Isso € de grande relevancia, pois, a presenca de marcagado
na hemacia poderia servir como fator de confusdo na interpretacdo dos dados por citometria de

fluxo.

Na citometria foi possivel observar a presenca de 3 populages distintas, & importante relatar que
ndo conseguimos identificar que populaces eram essas, pois nao é possivel fazer separacdo das
células infectadas da populacdo total. Entretanto é sabido que o P. falciparum pode causar
poliparasitismo (mais de um trofozoito infectando uma hemacia) o que poderia ser responsavel,
ao menos em parte, pelas diferentes populacdes. Observamos que a incubag¢do com o DETC e
com a curcumina aumenta a intensidade da fluorescéncia. A combinacdo manteve 0s niveis de
intensidade de fluorescéncia semelhantes ao das drogas isoladas, entretanto promoveu um
aumento na populacdo marcada, mostrando que a combinacdo promove aumento no nimero de
parasitos sobre estresse oxidativo. Isso nGs mostra que 0s compostos promovem 0 aumento no

estresse oxidativo dos parasitos, corroborando com os dados da literatura. Observamos células
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fluorescentes também no controle. Entretanto o parasito vive em um ambiente consideravelmente

oxidante, e a presenca de espécies reativas ocorre em condicdes fisioldgicas (MULLER, 2004).

Como o aumento nos radicais livres intracelulares promove a peroxidacédo lipidica, avaliamos a
presenca da mesma atraves da técnica de TBARS. Somente o DETC aumentou
significativamente os niveis de peroxidacao lipidica celular, o que demostra que o0 mecanismo de

acao desta droga esta possivelmente associado a producéo de radicais livres.

Com base nos dados encontrados para a dosagem de espécies reativas, € coerente supor que a
extensa dilatacdo do reticulo endoplasmatico que delimita os nucleos dos trofozoitas pode ter sido
devida ao estresse oxidativo, ja que este processo aumenta os niveis de calcio citoplasmatico,
podendo ser esta uma via de sinalizacdo para diferentes vias de morte celular (ERMAK e
DAVIES, 2002).

Uma possivel via de atuacdo do dissulfiram pode ser a sua capacidade de interagir com os sitios
das ATPases atraves de reacGes com as cisteinas, influenciando assim na atividade da enzima
(SAUNA, SHUKLA & AMBUDKAR, 2005; STARLING, EAST e LEE, 1996). E sabido que 0
vacuolo digestivo do Plasmodium apresenta ATPases responsaveis por manter o pH ideal para as
fungBes das proteinas (WUNDERLICH, ROHRBACH e DALTON, 2012). Uma alteragdo na
funcdo dessa enzima bloquearia a atividade enzimaética, e isso iria interferir nos processos
fisioldgicos associados a organela, como degradacdo de hemoglobina, sintese de hemozoina e

armazenamento de célcio.

Vale salientar que o possivel aumento do calcio, sugerido pela acentuada dilatagdo do reticulo
endoplasmatico que delimita os nucleos dos parasitos, pode estar relacionada a permeabilizacédo
do vactolo digestivo, uma vez que este compartimento acumula Ca?* no protozoério (BIAGINI
et al., 2003). O aumento descontrolado no célcio livre intracelular pode levar a lesdo celular e
morte por apoptose e necrose. O estresse oxidativo gerado dentro de uma célula pode levar a
destruicdo do sistema de incorporacdo do calcio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). As

alteracbes encontradas nestas podem estar relacionadas com possivel interferéncia na
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homeostasia do célcio, o que também estaria envolvida no aumento do estresse oxidativo gerado

na célula.

Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio apresentam capacidade de modular diferentes
respostas celulares. Em baixas concentragdes, essas moléculas funcionam como sinalizadores
celulares. Entretanto, em altos niveis, eles causam danos em organelas, principalmente a
mitocondria. Esses danos mitocondriais podem resultar em déficit energético, acumulo de
mediadores citotdxicos e morte celular. Estudos recentes demonstraram que a principal resposta
celular a este desequilibrio redox é a autofagia (LEE, GIORDANO e ZHANG, 2012).

Tendo em vista a correlacdo existente entre 0 processo autofagico e a geracao de radicais livres e
danos mitocondriais, aferimos através da sonda MitoSox a presenca de radical superdxido
mitocondrial no parasito, quando incubado com o DETC. Observamos que a incubagdo com o
DETC aumentou significativamente os niveis de superdxido mitocondrial em comparagdo ao
controle DMSO. Foi possivel observar também que a pré-incubacdo com o antioxidante tocoferol
reverteu o superoxido mitocondrial ao nivel do controle. A co-incubacdo com a curcumina
manteve os niveis mais elevados em relacdo ao controle, entretanto a combinagdo diminuiu a

producdo de superdxido mitocondrial, em relacdo ao DETC.

Sendo assim, o tratamento do parasito com o DETC leva a um aumento nos niveis de espécies
reativas, incluindo superéxido mitocondrial. As espécies reativas ao oxigénio sdo moléculas/ions
formadas pela incompleta reducdo do oxigénio. As principais EROs sdo o superéxido (O2"),
peroxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxil (OH). Eles séo, sobretudo, produzidos atraves
de reacBes em cadeia. O superdxido é majoritariamente produzido via complexos mitocondriais
durante o processo de respiracdo. Ele é entdo convertido a peréxido de hidrogénio via enzima
superéxido dismutase, e 0 H,0, pode ser transformado em radical hidroxil pelo metal Fe?* e fon
Cu * (CHEN, AZAD e GIBSON, 2009). Varios estudos ja relacionaram a presenca dessas
espécies reativas a inducdo de autofagia e morte (CHEN, AZAD e GIBSON, 2009; SCHERZ-
SHOUVAL et al., 2007; KIFFIN, BANDYOPADHYAY e CUERVO, 2006; KIRKLAND et al.,
2002; LEMASTERS et al., 1998).
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A autofagia é um processo celular fisiologico, que degrada constituintes celulares via lisossomo.
E um mecanismo de sobrevivéncia bastante utilizado quando as células estdo sob privagéo
nutricional, podendo ainda ser considerado como uma morte celular programada (LOCKSHIN e
ZAKERI, 2004). O vacutolo autofagico é formado a partir do reticulo endoplasmatico, formando
uma estrutura circundada por dupla membrana. Posteriormente ocorre a fusdo com lisossomos,
cujas enzimas hidroliticas irdo degradar o contetdo do compartimento (XIE e KLIONSKY,
2007).

O processo de autofagia é utilizado na degradacdo e reciclagem de proteinas e organelas
citoplasmaticas. Este processo € essencial na regulacdo de parte do crescimento e manutencao da
homeostasia de organismos multicelulares. Ocorre formacdo de vacuolos autofagicos em resposta
adaptativa a varios estimulos extracelulares e intracelulares. Entretanto, em algumas
circunstancias, os eventos celulares de sinalizagdo podem induzir uma resposta celular que
culmina com morte autofagica (DENTON, NICOLSON e KUMAR, 2012).

Pelo exposto, podemos supor que o tratamento do Plasmodium falciparum com tiocarbamatos
induz alteracBes celulares relacionadas ao equilibrio redox do parasito, que culmina com

alteracOes celulares indicativas de processo autofagico.

Ao avaliarmos por microscopia eletronica de transmissdo os efeitos causados pela curcumina no
Plasmodium falciparum, observamos intensa vacuolizacdo citoplasmatica, compartimentos
eletrondensos com conteudo bastante semelhante & hemacia, cristais de hemozoina
completamente alterados, alguns dispersos no citoplasma celular, presenca de vactolos com
estruturas membranares. A combinacdo da curcumina com o DETC e o dissulfiram apresentou,
por microscopia eletronica, efeito similar ao das drogas isoladas, isso é importante para

demonstrar que as drogas ndo atuam de forma inibitéria quando combinadas.

Durante seu ciclo de vida eritrocitico, 0 Plasmodium degrada em torno de 80% da hemoglobina
da heméacia (KRUGLIAK, ZHANG e GINSBURG, 2002). Este processo ocorre dentro do
vacuolo digestivo do parasito (EGAN, 2008). A degradacdo de hemoglobina era entendida como

uma fonte de amino&cidos para o parasito, entretanto foi demonstrado que apenas uma pequena
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fracdo desses aminoacidos é efetivamente utilizada (KRUGLIAK, ZHANG e GINSBURG,
2002). Sugere-se entdo que a degradacdo da hemoglobina também é importante para a
manutencdo do equilibrio osmotico, além de permitir o crescimento do parasito dentro do
eritrocito (EGAN, 2008).

O processo de degradacdo da hemoglobina libera 0 heme como subproduto. Este heme
(ferriprotoporfirina 1X) € uma molécula pleiotropica. Ela desempenha papéis chave em diversos
processos biologicos, dentre eles, transporte de oxigénio, respiracdo e outros (PONKA, 1999).
Entretanto, ele também possui a capacidade de causar danos as células, devido a caracteristicas
anfifilicas. Ele pode ligar-se a membranas e assim promover a alteracdo de caracteristicas de
permeabilidade, levando a lise celular (SCHMITT, FREZZATTI e SCHEREIER, 1993).
Também possui a habilidade de gerar radicais livres (GUTTERIDGE e SMITH, 1988).

Tendo em vista a importancia da degradacdo da hemoglobina, bem como da sintese de
hemozoina no Plasmodium falciparum, e frente aos resultados observados atraves da microscopia
eletrbnica para a curcumina e para os tiocarbamatos, partimos para analisar se a curcumina teria a
propriedade de interferir com a formacdo da hemozoina, e para as concentragGes testadas, ndo
houve inibicdo. Tendo em vista a discordancia entre os dados da microscopia eletronica, que
apontavam um menor nimero de cristais bem como extensos vacuolos com conteldo eritrocitico,
avaliamos a inibicdo da formacdo do cristal com extrato do parasito e observamos que a 1Csq da
curcumina inibe a formacao do cristal no parasito em niveis semelhantes a cloroguina. AKHTAR,
RIZV1 e KAR em 2012 observaram que a curcumina possuia a capacidade de inibir a formacéo
do cristal de hemozoina sobre homogenato de Plasmodium yoelii. Os tiocarbamatos néo

interferiram no processo de formacao do cristal.

Baseado nesses dois dados € possivel supor que a curcumina provavelmente inibe algum processo
anterior a sintese do cristal ou dependente de componentes parasitarios e, por isso, a sua
capacidade inibitdria ndo foi detectada quando utilizamos a técnica in vitro, mas somente quando
fizemos uso da técnica com o homogenato do parasito. Além disso, a interferéncia no processo de
formacgé@o da hemoglobina justificaria a presenca de alguns cristais no citoplasma do parasito,

tendo em vista que como citado anteriormente, o heme possui caracteristicas anfifilicas e isso
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permitiria a ele interagir com a membrana do vacuolo e permeabiliza-la. A atividade pro-

oxidante, provocando lipoperoxidacdo, pode acentuar tal efeito.

Uma vez que a curcumina inibiu a formacdo de hemozoina com a mesma eficiéncia que a
cloroquina, é possivel que os anéis heme livres exercam elevado efeito pro-oxidante nos parasitos
incubados com os farmacos combinados. A geracdo de heme livre pela curcumina e combinacdes
pode ocasionar a ruptura da membrana do vacuolo digestivo, como relatado no tratamento de
hemacias infectadas por P. falciparum e tratadas com cloroquina (CH'NG et al., 2011),

evidenciado por microscopia de fluorescéncia e eletronica.

Como a literatura também relata que o heme é capaz de produzir espécies reativas avaliamos,
através da sonda DHE, se o tratamento com a curcumina aumentaria os niveis de EROs no
parasito, e observamos através da microscopia de fluorescéncia que existe um aumento nas
células tratadas quando comparado ao controle, e que a co-incubagdo com o NAC, de forma
analoga ao que ocorre com o DETC, ndo é capaz de inibir o processo. A capacidade da
curcumina em gerar especies reativas em culturas de Plasmodium falciparum j& havia sido
previamente relatada (REDDY et al., 2005). Por citometria de fluxo, observamos que a
curcumina também leva a um aumento na producdo de EROs. Entretanto ela ndo aumenta a
populacdo. Uma explicacdo para isso poderia estar no fato que o tratamento com a curcumina

levou a um aumento de células mortas.

Na tentativa de mostrar que uma das principais formas de efeito das drogas avaliadas sobre
culturas de P. falciparum era por acao nas vias oxidativas celulares, realizamos a pré-incubacao
das culturas com o antioxidante urato e posteriormente colocamos as culturas sobre pressdo das
drogas. Observamos que o urato protegeu, mas nao de forma significativa, os parasitos da acdo
do DETC e do dissulfiram. Entretanto 0 mesmo nao foi observado para o tratamento com a
curcumina. Sendo assim, é possivel concluir que vias de estresse oxidativo estdo diretamente
associadas ao mecanismo de agdo dos tiocarbamatos, mas que 0 mesmo ndo acontece com a
curcumina.

O uso de modelos animais para estudos comparativos com doencas humanas tem sido bastante

discutido na literatura. Entretanto estudos tém usado esses modelos para auxiliar na compreensao
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da patogénese da doenca, biologia do parasito, resposta imune. Além disso, estes modelos sdo
bastante utilizados em testes pré-clinicos para o desenvolvimento de drogas e vacinas (WYKES e
GOOD, 2009).

A partir dos resultados obtidos in vitro, avaliamos entdo o efeito desses compostos sobre a
sobrevida de camundongos infectados por Plasmodium berghei. Apds a confirmacdo da infecgéo,
realizada através de esfregaco, tratamos os animais por via oral durante 5 dias. Nos camundongos
tratados com o dissulfiram, observamos que a de 5mg/kg foi a que apresentou melhor taxa de
sobrevida, a mesma ficou em torno de 20%. J4 com o DETC, notamos que a dose de 100mg/kg
foi a mais efetiva, mantendo uma taxa de sobrevida de 45%. Foi possivel observar também que o
tratamento com a droga aumentou o tempo de sobrevivéncia do animal, em comparacdo ao
controle negativo, em 6 dias. O tratamento com a curcumina a 25mg/kg aumentou a
sobrevivéncia dos animais em 12 dias e manteve uma taxa de sobrevida em torno de 28%. Ao
combinarmos 25mg/kg de curcumina com 100mg/kg de DETC (compostos e doses que
apresentaram os melhores efeitos) notamos uma taxa de sobrevida de 41,66% e um aumento na
sobrevivéncia do animal em 6 dias. Ao compararmos o0s dados, observamos que a combinagéo
ndo promoveu, em modelos animais, um incremento significativo nem na sobrevida e nem na
sobrevivéncia dos animais. Entretanto, € importante considerar que se faz necessaria uma
avaliacdo mais detalhada das doses e, além disso, a combinacdo de drogas para o tratamento da

maldria é sempre recomendada, pois diminui as chances de selecdo de resisténcia.

Nosso grupo observou que em combina¢Ges com outro farmaco (depésito de patente aprovado no
dia 30/03/2009, sob o numero Pl 0900881-0) o DETC mostrou efeito cardioprotetor,
hepatoprotetor e nefroprotetor, uma vez que o0s tratamentos associados reduziram,
respectivamente, os niveis de cretina cinase (CK), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e ureia. Assim sendo, essa combinac¢ao associa nao apenas compostos de
toxicidade muito baixa, mas compostos citoprotetores, capazes de reduzir efeitos toxicos em
numerosos tecidos e Orgdos. Frente a todos esses resultados, € coerente concluir que a
combinacdo da curcumina com os tiocarbamatos (DETC e dissulfiram) surge como uma nova

possibilidade no desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o tratamento da maléria.
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8. CONCLUSAO

A utilizacdo de drogas que interfiram em mecanismos oxidantes bem com na sintese da
hemozoina € bastante promissora na quimioterapia da maléria em virtude do P.

falciparum ser extremamente sensivel a alteracfes nesses processos metabolicos;

As dosagens bioguimicas bem como a andlise ultraestrutural indicam que tanto a

curcumina quanto o DETC promovem um aumento no estresse oxidativo;

A interferéncia da curcumina com o processo de sintese da hemozoina leva a lesdo de
membrana do vacutolo digestivo e culmina com autolise e perda de compartimentalizacao

celular;

O efeito sinergistico entre DETC-curcumina em P. falciparum aponta para uma
importante ferramenta terapéutica, tendo em vista que, além de diminuir a concentrago
das drogas, leva a uma diminui¢cdo na possibilidade do microorganismo adquirir

resisténcia.
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10. APENDICE

Apéndice A

Al Colocalizacdo das células positivas para espécies reativas ao oxigénio por fluorescéncia com
contraste interferencial

E possivel observar nas figuras abaixo que a marcagio para a sonda DHE é restrita as areas onde
existe o P. falciparum. E importante essa verificagdo, tendo em vista que o P. falciparum é um
parasito intracelular, e na leitura por citometria de fluxo podemos garantir que toda a
fluorescéncia € proveniente do parasito, pois como mostram as imagens abaixo, as hemacias néo
séo marcadas.

Figura A.1 1 Colocalizagcdo da sonda DHE, contraste interferencial e fluorescéncia. A-
Sobreposi¢cdo de imagem de contraste interferencial e marcacdo por DHE em célula nédo
infectada. B — marcacdo por DHE em hemécias infectadas com P. falciparum na fase de
trofozoito do controle com 0 DMSO para a sonda DHE. Hemécias infectadas com P. falciparum
na fase de trofozoito tratadas com DDC a 10ug/mL (C) e curcumina a 10ug/mL (D) por 2 horas
com a sonda DHE.
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Figura A.1 2: Colocalizagdo da sonda DHE, contraste interferencial e fluorescéncia
Sobreposicdo de imagem de contraste interferencial e marcacdo por DHE em hemécias infectadas
com P. falciparum na fase de trofozoito tratadas com N-acetil-cisteina a 10pug/mL e coincubadas
por 2 horas com DETC a 10pug/mL (A) ou com curcumina a 10pg/mL (B).
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A.2 Histogramas e dot plot da deteccdo citométrica de espécies reativas ao oxigénio

Os graficos abaixo apresentam os histogramas e dados do citometro de fluxo referentes a
avaliacdo dos niveis de EROs apresentados pelas hemdcias infectadas por P. falciparum, quando
submetidas ao tratamento do DETC, curcumina e a combinacdo dos compostos. E importante
observar nos dados a média da intensidade de fluorescéncia, a porcentagem da populacéo
expressando a fluorescéncia (% do gate) e o coeficiente de variacdo (CV) dos dados.
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Figura A.2 1: Hemacia ndo infectada. Citometria de fluxo utilizando para observacdo de
hemaécias ndo infectadas por Plasmodium falciparum e sem utilizacdo da sonda DHE, observando
assim o padrdo expresso pela célula. E possivel observar que 99,77% da populagio estdo
apresentando uma media de 2,91, mostrando um baixo indice de autofluorescéncia.
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Figura A.2 2 Hemacia infectada sem DHE. Citometria de fluxo utilizada para analise de
hemacias infectadas por Plasmodium falciparum sem utilizacdo da sonda DHE, revelando assim
0 padrdo expresso pelas células infectadas. E possivel observar que 99,82% da populacio estdo
apresentando uma media de 3.40, mostrando um baixo indice de autofluorescéncia. Sendo
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¢ bastante semelhante ao encontrado nas células nido

Figura A.2 3 Hemécia infectada incubada com a sonda DHE. Citometria de fluxo de
hemacias infectadas por Plasmodium falciparum, utilizando a sonda DHE, observando assim o
padréo de fluorescéncia das células infectadas apds incubacdo com a sonda. E possivel verificar a
alteracdo do posicionamento do histograma, demonstrando a presenca de espécies reativas ao
oxigénio nas células infectadas. Esta observacdo corrobora as informagfes da microscopia de
fluorescéncia. Observamos entdo trés populagdes distintas (M3; M4; M5), com diferentes
expressoes de fluorescéncia. A populagdo M2 (populagéo total) apresenta uma media de 89.23,
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Figura A.2 4 Hemacia infectada incubada com 10ug/mL de DETC por 2 horas e 10uM de
DHE. Citometria de fluxo de hemaécias infectadas por Plasmodium falciparum, utilizando a
sonda DHE e tratadas com DETC 10 pg/mL por 2 horas A populacdo M2 (populacédo total)
apresentou uma média de 165.39 com uma porcentagem de 75,45 do gate. E possivel observar
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que houve um aumento na intensidade de fluorescéncia. Entretanto houve uma diminuicédo na
populacdo M3. Sendo possivel concluir que houve um aumento na intensidade de fluorescéncia
das células infectadas quando tratadas com o DETC, em comparacdo as células infectadas sem
pressdo de droga.
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Figura A.2 5 Hemacia infectada incubada com 10pg/mL de curcumina por 2 horas e 10uM
de DHE. Citometria de fluxo de hemécias infectadas por Plasmodium falciparum, utilizando a
sonda DHE e tratadas com curcumina 10ug/mL por 2 horas. A populacdo M2 (populacéo total)
apresentou uma media de 178.21 com uma porcentagem de 57,69 do gate. Nota-se que houve um
aumento na intensidade de fluorescéncia. Entretanto uma diminui¢do nas populagdes M2, M3 e
M4. Porém o tratamento com a curcumina causou um aumento muito pronunciado na populacédo
MI, que representa a populagdo quando ndo incubada com a sonda, o que pode significar que o
tratamento com a droga aumentou o numero de células mortas e que pode estar relacionado com
a diminuicédo das outras populacdes.
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5 153, 255 8977 7.05 7.05 649.38 852.00 78.88 496,245.824
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Figura A.2 6 Hemacia infectada tratada com 10ug/mL de DETC combinado com 10ug/mL
de curcumina por 2 horas e 10uM de DHE. Citometria de fluxo de hemacias infectadas por
Plasmodium falciparum utilizando a sonda DHE e tratadas com Curcumina 10pg/mL e com
DETC a 10pg/mL por 2 horas. A populacdo M2 (populagédo total) apresenta uma media de
184.00 com uma porcentagem de 78,46 do gate. Observamos que em comparacdo com a
curcumina, a intensidade de fluorescéncia manteve-se bastante parecida. Entretanto houve um
aumento na populacdo que apresentava marcacdo. Quando comparado com o DETC sozinho, a
combinacéo levou a um aumento na intensidade de fluorescéncia. Porém a populacdo manteve-se
muito proxima.
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A.3 Histogramas e dot plot da deteccdo de superéxido mitocondrial por citometria de fluxo

Os graficos abaixo apresentam os histogramas e dados do citdmetro de fluxo referentes a
avaliacdo dos niveis de superdxido mitocondrial apresentados pelas hemacias infectadas por P.
falciparum, quando submetidas ao tratamento do DETC, curcumina e a combinagdo dos
compostos. E importante observar nos dados a mediana, a média da intensidade de fluorescéncia,
a porcentagem da populacdo expressando a fluorescéncia (% do gate) e o coeficiente de variacao
(CV) dos dados.
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Param name M Low,High Events %$Total %$Gated Median Mean CVv Peak,Value

FL3-Heigh 0 0, 255 103200 100.00 100.00 6.26 16.22 279.52 2369,7.49894
1 0, 81 94815 91.88 91.88 5.83 6.34 690.03 2369,7.49894
2 84, 255 7883 7.64 7.64 80.58 134.78 20.94 198,20.5353

Figura A.3 1: Citometria de fluxo de hemacia infectada com a sonda MitoSox.
Citometria de fluxo de hemécias infectadas por Plasmodium falciparum utilizando a
sonda Mitosox a 10puM por 10 minutos, para avaliar os niveis de superdxido mitocondrial
basal. E possivel observar que a populagio M2 corresponde a 7,64% do total e apresenta
uma mediana de 80,58 e uma média de 134,78. Mostrando assim o comportamento da
célula em seu estagio basal.
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Total Events 170550 Gated Events 170550 100.00%

Param name M Low,High Events $Total %$Gated Median Mean Cv Peak,Value
FL3-Heigh 0 0, 255 170550 100.00 100.00 10.00 23.64 211.40 3309,10

1 0, 105 159767 93.68 93.68 9.31 11.23 473.82 3309,10

2 105, 255 11155 6.54 6.54 128.64 202.06 34.55 372,43.7144

Figura A.3 2: Citometria de fluxo de hemacia infectada tratadas com DETC com a
sonda MitoSox. Citometria de fluxo de hemacias infectadas com P. falciparum tratado
com DETC 10pg/mL durante 2 horas e posteriormente incubadas com a sonda MitoSox.
E possivel observar, se comparado aos dados do controle, que houve um aumento
significativo da mediana e da média da intensidade de fluorescéncia dessas celulas,
indicando assim que o DETC aumenta a producdo de superéxido no compartimento
mitocondrial.
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Total Events 109500 Gated Events 109500 100.00%

Param name M Low,High Events %Total %$Gated Median Mean Ccv Peak,Value

FL3-Heigh 0 0, 255 109500 100.00 100.00 7.50 19.30 240.20 2811,8.05842
1 0, 85 101206 92.43 92.43 6.98 7.54 627.42 2811,8.05842
2 85, 255 8531 7.79 7.79 96.47 158.83 26.98 237,21.2875

Figura A.3 3: Citometria de fluxo de hemacia infectada tratadas com DETC e
curcumina com a sonda MitoSox. Citometria de fluxo de hemécias infectadas com
Plasmodium falciparum tratadas com DETC 10ug/mL e curcumina 10pug/mL durante 2
horas e posteriormente incubado com a sonda MitoSox. E possivel observar que, em
comparacdo aos dados do controle, houve um aumento da mediana e da média da
intensidade de fluorescéncia dessas células. Entretanto, quando comparado com o
tratamento com o DETC, observamos que ocorre um declinio na intensidade de
fluorescéncia e que, de certa forma, para 0 O;", a curcumina apresenta um efeito protetor,
mas ndo suficiente para reverter ao nivel do controle.
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Param name M Low,High Events %Total $Gated Median Mean Ccv Peak,Value

FL3-Heigh 0 0, 255 102000 100.00 100.00 6.04 16.27 272.42 2497,7.23394
1 0, 79 94430 92.58 92.58 5.62 6.15 703.28 2497,7.23394
2 78, 255 8062 7.90 7.90 83.54 134.81 23.43 262,16.5482

Figura A.3 4 : Citometria de fluxo de hemacia infectada tratadas com DETC e
tocoferol com a sonda MitoSox. Citometria de fluxo de hemécias infectadas com
Plasmodium falciparum tratadas com DETC a 10ug/mL na presenca de tocoferol a
10ug/mL. Podemos observar que o tocoferol apresenta um efeito protetor para as células,
retornando os niveis de O, mitocondrial ao nivel do controle.
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Param name M Low,High Events %Total $%$Gated Median Mean Ccv Peak,Value

FL3-Heigh 0 0, 255 115200 100.00 100.00 7.50 18.78 250.03 2821,8.05842
1 0, 83 104560 90.76 90.76 6.98 7.41 633.95 2821,8.05842
2 84, 255 10640 9.24 9.24 69.78 130.53 22.23 361,20.5353

Figura A.3 5: Citometria de fluxo de hemécia infectada tratadas com DETC,
curcumina e tocoferol com a sonda MitoSox. Citometria de fluxo de hemécias
infectadas com Plasmodium falciparum tratadas com DETC a 10ug/mL e curcumina a
10pg/mL na presenca de tocoferol a 10pg/mL. Podemos observar que o tocoferol
apresenta um efeito protetor para as células, revertendo os niveis de O, mitocondrial
abaixo do nivel do controle. Possivelmente uma reagdo conjunta com a curcumina.



