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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é considerada um agravo ainda negligenciado.
Atualmente, estima-se cerca de 10 milhdes de pessoas infectadas pelo
Trypanosoma cruzi, em todo o mundo, principalmente na América Latina. Sabe-se
gue alguns derivados de naftoquinonas podem agir sobre a tripanotiona redutase
(TR), enzima especifica dos tripanossomatideos responsavel pelo controle oxidativo
celular. A inibicdo da TR favorece um processo oxidativo e morte do protozoario.
Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial anti-T.cruzi da fitomenadiona,
(K1) e menadiona (K3), ambas vitaminas K derivadas de naftoquinonas. Com este
proposito, o efeito tripanocida de K1 e K3 foi avaliado através de ensaios in vitro com
as formas tripomastigotas e epimastigotas do T. cruzi nas cepas Colombiana e Y
utilizando os testes de inibigao, citotoxicidade dos compostos, ensaio de infecgdo em
macrofagos, avaliacdo de alteracdes ultraestruturais, bem como ensaio em in vivo
para avaliacdo na reducdo da parasitemia. Os valores de IC5; mais significativos
para formas tripomastigotas do T. cruzi foram 27,55 uyM para K1, 2,19 yM para K3 e
12,46 uM para o benzonidazol, a droga padrdo. Contudo, o tratamento com a
vitamina K1 ndo reduziu a parasitemia in vivo, que permaneceu alta assim como a
do controle tratado com veiculo. A vitamina K3 foi capaz de inibir ambas as cepas e
diferentes formas do parasito em ensaios in vitro. No ensaio de infeccdo de
macroéfagos, a vitamina K3 em concentracdo de 21,4 uM inibiu de forma mais
significativa a infeccdo de células em relacédo a droga padréo, em concentracédo de
38,4 uM. Apesar da citotoxicidade mais elevada, esta droga apresentou uma
seletividade maior ao parasito do que a células de mamiferos e, em baixas doses,
causou a reducdo na parasitemia in vivo. As avaliagbes ultraestruturais por
microscopia eletrbnica de transmissao evidenciaram alteracGes celulares induzidas
por estes compostos, destacando-se a tumefacdo do cinetoplasto e a presenca de
vacuolos. A quantificacdo ultraestrutural na avaliacdo por microscopia eletrénica de
varredura demonstrou alteracbes em cerca de 80% dos parasitos observados
quando tratados com K3 a 5 pM. Nossos resultados demonstram o efeito anti-T.
cruzi das moléculas testadas e sugerem que estas possam servir de base para o
desenho de novos compostos candidatos a farmacos para o tratamento da doenca
de Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, T. cruzi, tripanocida, naftoquinona, vitamina K.
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ABSTRACT

Chagas disease (AD) is considered a neglected disease. Currently, it is estimated 10
million people infected with Trypanosoma cruzi, worldwide, mostly in Latin America. It
is known that some derivatives of naphthoquinones can act on the trypanothione
reductase (TR), specific enzyme of trypanosomatids responsible for controlling
oxidative stress. Inhibition of TR favors an oxidative process and death of the
parasite. This work aimed to investigate the potential anti-T. cruzi of
phytomenadione, (K1) and menadione (K3), both vitamin K derived from
naphthoquinones. For this purpose, the trypanocidal effect of K1 and K3 was
evaluated by in vitro assays with epimastigotes and trypomastigotes of T. cruzi in
strains Colombian and Y using the inhibition tests, cytotoxicity of compounds of
infection in macrophages test, evaluation of ultrastructural alterations as well as in
vivo test to evaluate the reduction of the parasitemia. The best IC5y values to
trypomastigote forms of T. cruzi were 27.55 uM to K1 and 2.19 uM to K3, compared
to 12.46 uM of benznidazole, the standard drug. However, the treatment with vitamin
K1 did not reduce parasitemia in vivo, which remains high similar to the vehicle-
treated control group. Vitamin K3 was able to inhibit both strains and different forms
of the parasite in in vitro assays. In macrophage infection assay, vitamin K3 at a
concentration of 21.4 pM significantly inhibited T. cruzi infection of cells when
compared to the standard drug (benznidazole) in a concentration of 38.4
uM. Although this compound had a high cytotoxicity, vitamin K3 showed greater
selectivity than the parasite mammalian cells, and in a low dose caused a reduction
in parasitemia in vivo. The ultrastructural evaluation by transmission electron
microscopy revealed cellular alterations induced by these compounds, especially the
swelling of the kinetoplast and the presence of vacuoles. The ultrastructural
guantification in the evaluation by scanning electron microscopy showed changes in
about 80% of parasites observed when treated with 5 pyM K3. Our results
demonstrate the anti-T. cruzi molecules tested, suggesting that they may serve as a
basis for designing new drug candidate compounds for the treatment of Chagas
disease.

Keywords: Chagas disease, T. cruzi, trypanocidal, naphthoquinone, vitamin K.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, descoberta e caracterizada pelo cientista brasileiro Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas, em 1909, ainda representa um importante problema de
saude na Ameérica latina. Apesar de completado o centenario de sua descoberta, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a considera um agravo ainda negligenciado
(MALAFAIA, 2010; OMS, 2002).

Estimativas recentes apontam que, mais de 10 milhdes de pessoas em todo o
mundo est&o infectadas cronicamente e cerca de 50 mil novos casos ocorrem por ano
(OMS, 2010). No Brasil, dados mais atuais estimam que existam cerca de trés milhdes
de portadores crénicos (OMS, 2010; FIOCRUZ, 2011).

Em 2008, a doenca de Chagas matou cerca de 10.000 pessoas e mais de 25
milhdes podem estar sob o risco de transmissao, em aproximadamente 18 paises. A
globalizac&o populacional e a imigracdo internacional tem difundido a apresentacéo da
doenca em diversos paises do mundo, mesmo em paises onde ndo ha presenca do
vetor triatomineo, (OMS, 2010; FIOCRUZ, 2011). No periodo de 2000 a 2010 foram
registrados 945 casos da doenca de Chagas em fase aguda no Brasil, (Fig.1) (SVS/MS
2010; apud TEIXEIRA, 2011).

O agente etiolégico da doenca de Chagas € o Trypanosoma cruzi, um
protozoario hemoflagelado, da familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, que
possui um unico flagelo e uma organela especializada, o cinetoplasto, caracterizado por
uma condensacgéo de cDNA localizado no interior da mitocondria. (BRENER et al, 2000;
JORGE et al, 2000). Este protozoario é capaz de infectar diferentes tipos celulares do
hospedeiro mamifero, como macréfagos e células musculares, incluindo os
cardiomidcitos. (BRENER et al, 2000). Apds a infeccédo, este parasito se replica em
diferentes tecidos e 6rgédos e é facilmente encontrado no sangue (SOARES et al, 2007).

A DC é transmitida, principalmente, durante o repasto sanguineo de vetores
triatomineos, através das suas fezes contaminadas com o protozoario T. cruzi, ou por
transfusdo de sangue, transplante de 6rgaos contaminados e transmissdo congénita.
(BRENER et al, 2000).
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Figura 1 - Numero de casos da doengca de Chagas na fase aguda por regides do Brasil no

periodo de 2000 a 2010. Fonte: SVS/MS 2010; apud TEIXEIRA, 2011.

Um dos principais vetores para a doenca de Chagas € o Triatoma infestans.
Outras espécies também s&o responsaveis pela transmissao vetorial da doenca de
Chagas, insetos da familia Reduviidae, bem como: Rhodnius prolixus, Panstrongylus
megistus, Triatoma tibiamaculata, Triatoma dimidiata, entre outros. (BRENER et al,
2000; DIAS LIMA, et al, 2000).

Um grande esforgo tem sido realizado a fim de erradicar esses vetores, e o Brasil
€ um exemplo de pais onde esta campanha tem alcancado grande sucesso. Em junho
de 2006, a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) e a OMS concedeu ao Brasil
a certificacdo de reconhecimento sobre a eliminacdo da transmissdo da doenca de
Chagas através do vetor, inseto da espécie Triatoma infestans, e pela via transfusional
devido as diversas campanhas de erradicacdo realizadas (MALAFAIA et al, 2010).

Outra forma de infeccdo é apontada como responsavel por recentes surtos da
doenca. A transmissdo via oral ou alimentar, que ocorre através da ingestdo de
alimentos e bebidas contaminados com vetores triatomineos infectados ou o proprio
parasito, penetrando de forma ativa através da mucosa oral. Relatos também indicam o

aparecimento desta doenca em varias regibes do mundo devido aos episddios de
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imunossupressao em individuos infectados pelo HIV e pelo intenso crescimento da
migracao populacional (FIOCRUZ, 2011).

Mesmo que a transmissdo da doenca fosse totalmente erradicada, ainda restaria
uma populagédo com cerca de 7,5 milhdes de pacientes com as manifestagdes cronicas
da doenca de Chagas, dentre elas, a cardiomiopatia chagésica (RIBEIRO-DOS-
SANTOS, 2001).

A doenca de Chagas pode ser caracterizada em duas diferentes fases: aguda e
cronica. A fase aguda corresponde a infeccdo e a disseminacdo do protozodrio no
organismo e apresenta manifestacbes com duragdo variavel de 4 a 8 semanas. E
caracterizada por intensa parasitemia e responsavel pela morte em aproximadamente
10% dos casos, geralmente criancas, podendo ocasionar insuficiéncia cardiaca ou
meningoencefalite. Nesta fase, observam-se também anticorpos circulantes contra
varios antigenos do T. cruzi. (CANCADO, 1985; CUNHA-NETO, et al, 1998).

Apés a fase aguda, a doenca de Chagas evolui para fase cronica, caracterizada
por duas formas distintas: indeterminada e crbnica sintomatica, esta ultima podendo se
apresentar sob as formas cardiaca, digestiva ou mista. A maioria dos individuos
infectados desenvolve a forma indeterminada, sem sinais ou sintomas clinicos.
Contudo, 30% dos individuos infectados, 5 a 30 anos ap0s a infec¢cdo primaria, evoluem
para a forma sintomatica da fase crbnica (SOARES et al, 2007; CUNHA-NETO, et al
1998), caracterizada pela baixa parasitemia, porém com lesao tecidual e altos indices
de anticorpos IgG (ANDRADE et al, 2000). As manifestacfes clinicas desta forma
incluem disturbios cardiacos, digestivos ou neuroldgicos (DIAS E COURA, 1997).

Diversas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de promover
alternativas terapéuticas aos pacientes acometidos pela doenca de Chagas. Contudo, o
negligenciamento desta doenca ainda faz com que existam poucas opc¢des terapéuticas
disponiveis ao tratamento da infecgdo pelo T. cruzi. Desta forma, h4 uma necessidade
de pesquisas continuas nesta area, com o objetivo de oferecer alternativas terapéuticas
e desenvolvimento de farmacos com maior eficacia (DIAS, 2009).

A atuacdo dos farmacos atualmente utilizados no tratamento da doenca de
Chagas estd associada ao efeito tripanocida, ou antiparasitario, como exemplo o

benzonidazol e o nifurtimox, Unicas drogas utilizadas com atuacdo antiparasitaria.
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Cerca de 40% dos pacientes tratados com o nifurtimox relatavam efeitos colaterais. O
benzonidazol é a Unica droga antiparasitaria disponivel no Brasil para o tratamento
etiologico da doenca de Chagas. Possui acao sobre o parasito, principalmente na fase
aguda, contudo, ndo possui acéo efetiva na fase cronica (ROMANHA, 2010). Dentre os
efeitos colaterais associados ao seu uso, € possivel destacar: reacfes cutaneas,
gastrointestinais, hipertermia, nauseas, cefaléia, vertigem, parestesias ou polineurites
periféricas, dermatites ou até depressdo da medula 6ssea (BRENER, 2000). Dados
recentes indicam que o benzonidazol pode reduzir as arritmias cardiacas em modelos
experimentais de cardiomiopatia cronica (GARCIA, et al, 2005).

Ha mais de 40 anos, estas drogas antiparasitarias sado utilizadas, porém, apesar
dos seus efeitos deletérios e resultados parciais, 0 mercado ainda ndo oferece outras
opcOes de maior eficacia para o tratamento da doenca de Chagas (ANDRADE et al,
2000; ROMANHA, 2010).

Além da citotoxicidade caracteristica, diversas cepas de T. cruzi vém
apresentando resisténcia a estas drogas, bem como sua limitada acdo em fase cronica
da doenca, o que requer, portanto, a necessidade de buscas de um novo arsenal
guimioterapico (MARIN-NETO et al, 2009).

A existéncia destas cepas do T. cruzi naturalmente resistentes as drogas
administradas no tratamento da doenca de Chagas, além das reacdes adversas e a
ineficacia das terapéuticas atuais, justifica a importancia de pesquisas relacionadas a
esta tematica.

Neste cenario, diversos trabalhos buscam investigar possiveis opcoes
terapéuticas anti-T cruzi. Alguns estudos evidenciam o potencial terapéutico de
moléculas derivadas de naftoquinonas. Estas moléculas possuem propriedade redox
envolvidas em diversos processos oxidativos celulares (SOEIRO et al, 2011;
GOODMAN e GILMAN’S, 2011) e estudos sugerem a sua capacidade em inibir a
tripanotiona redutase, uma enzima especifica do T cruzi, responsavel pelo controle do
excesso de radicais oxidativos neste parasito e ausente nas células de mamiferos
(SALMON-CHEMIN et al, 2000). A possivel atuacdo de moléculas de naftoquinona

como inibidora dos triponossomatideos, define a meta deste estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos socioecondmicos na doenca de Chagas

A doenca de Chagas ainda é um importante problema de salde e
socioecondmico para muitos paises da América Latina, afetando, como descrito, mais
de 10 milhGes de pessoas e causando milhares de mortes a cada ano (OMS, 2010). A
doenca de Chagas é uma das maiores causas de morte por faléncia cardiaca na
América Latina. A destruicdo progressiva do miocéardio ocorre em cerca de 30% dos
individuos infectados por T cruzi, causando a cardiomiopatia chagasica crénica (CChC)
(RASSI, 20009).

Esta manifestacdo cardiaca tem, frequentemente, um curso fatal, ja que o
tratamento é sintomatico e a Unica opcéo terapéutica para os pacientes que evoluem
para uma fase de insuficiéncia cardiaca cronica descompensada € o transplante
cardiaco, que apresenta varias limitacdes, como o alto custo e a necessidade do uso de
drogas imunossupressoras, que podem reativar a parasitemia latente e persistente na
fase cronica da infeccdo, além da possibilidade da realizacdo dos transplantes
cardiacos serem bem menores do que a demanda.

O agravamento da doenca de Chagas na fase crdnica representa um problema
de saude publica e de ordem econdmica, visto que estes individuos, em geral, estdo na
faixa etaria economicamente ativa. O custo de cada 100 mil pessoas infectadas,
incluindo tratamento médico e as auséncias no trabalho, ultrapassa cerca de 50 milhdes
de ddlares por ano (OMS, 2002).

Desta forma, o desenvolvimento de esquemas terapéuticos com maior
viabilidade a aplicacdo e a acessibilidade aos medicamentos, torna-se crucial para o
sucesso e adesao ao tratamento, visto que a grande parcela dos infectados residem em
paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos.

Portanto, especialmente depois que forem equacionados os principais problemas
de prevencao da transmissdo da doenca, resta o desafio de evitar a progressao da
forma sintomatica de milhdes de individuos ja infectados pelo T. cruzi. Mas para tal, €
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de extrema relevancia que se elucide e compreenda a fisiopatologia da doenca de
Chagas, bem como, se estabelecam estratégias terapéuticas com potencial tripanocida

de alta eficacia, viavel e sem, ou com efeitos colaterais bem toleraveis.

2.2 Apresentacao e manifestacdes clinicas na doenca de Chagas

Na fase aguda, a doenca de Chagas é manifestada por uma lesdo inflamatéria
no local de entrada do parasita no organismo, denominada de chagoma de inoculacao
e o sinal de Romana (edema bipalpebral unilateral), muitas vezes associado a uma
linfadenopatia focal, (DIAS E COURA, 1997; TANOWITZ, 1992). Outras manifestacfes
podem incluir hipertermia ou pirexia, hepatoesplenomegalia, nauseas, vomitos, diarreia
e anorexia. O periodo de incubacdo da fase aguda varia de 4 a 15 dias para a
transmissdo via vetorial (inseto triatomineo) e 22 dias na contaminag&o por via oral.
Uma pequena parcela de pacientes infectados em fase aguda desenvolve uma
miocardite, com a presenca de focos de exsudatos inflamatdrios com predominancia de
células mononucleares. (SOARES, et al, 2001; JORGE, 2000; TANOWITZ, 1992).

Pacientes infectados e na fase aguda da doenca de Chagas podem apresentar
uma miocardite, evidenciada clinicamente por taquicardia, insuficiéncia cardiaca,
prolongamento do intervalo P-R no eletrocardiograma (ECG) ou uma
meningoencefalite. Apesar da ndo existéncia de dados referentes ao percentual de
individuos sintomaticos em fase aguda, a maioria dos pacientes recuperam-se
completamente entre 3 a 4 meses, apés a infeccdo. Apos este periodo, formas
amastigotas do T. cruzi sdo evidenciadas na musculatura cardiaca e esquelética (DIAS
E COURA, 1997; TANOWITZ, 1992).

Segundo Ribeiro-dos-Santos e colaboradores (1992), os mecanismos de
imunidade celular na fase aguda da infec¢cédo estariam associados as lesfes difusas do
miocéardio e de fibras cardiacas néo parasitadas e a cardite que ocorre na fase cronica
da infeccdo experimental é dependente de uma subpopulacdo de linfocitos CD4"
autorreativos para o miocardio.

Diversos autores defendem a hipétese que a formagcdo dos complexos imunes

estdo envolvidos na patogénese das lesBes necrotico-inflamatorias em masculos
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cardiacos de camundongos, em estudos experimentais na fase aguda da infeccéo por
T. cruzi, demonstrando a presenca de depodsitos de imunoglobulina e ativacdo do
sistema complemento (BRENER, et al, 2000).

Apés a fase aguda, que pode ser assintomatica (inaparente) ou sintoméatica
(aparente), os pacientes evoluem para uma fase crénica que pode ser apresentada
como forma indeterminada, com auséncia de manifestacdes clinicas, mas, com
positividade sorologica (SOARES, et al, 2007; DIAS E COURA, 1997), e a forma
cronica sintomatica, caracterizada por importantes manifestacées clinicas que ocorrem
décadas apoés infeccdo. Estas manifestacbes podem ser classificadas em forma
cardiaca (cardiomiopatia chagéasica cronica - CChC), forma digestiva (megacoélon e
megaeso6fago), neurologicas ou mistas (DIAS E COURA, 1997; TANOWITZ, 1992;
SOARES et al, 2007).

Em modelos experimentais, a resposta imune na infec¢cdo pelo T. cruzi, pode
ocorrer através da formacdo de células T efetoras que migram para tecidos linfoides
desenvolvendo uma resposta imune local e secretando diferentes citocinas importantes
no controle da infeccdo. Diversos estudos demonstram que além dos macroéfagos,
células T CD4" e CD8" s&o importantes no controle da infeccdo pelo T. cruzi
(TARLETON, 1991; CARDILLO, et al, 2007). As células apresentadoras de antigeno,
como macréfagos, células dendriticas e células B, sdo importantes na manutencao e
ativacao de células T. Estudos demonstram especificamente, que as células B possuem
importante funcéo no controle do parasito intracelular durante a fase aguda de infeccéao,
participando da ativacédo das células T (CARDILLO, et al, 2007).

Em relacdo ao diagnéstico laboratorial de pacientes infectados com o T. cruzi,
em fase aguda, € possivel evidenciar manifestacbes diversas, como quadros de
anemia, trombocitopenia, leucocitose com predominancia de linfocitose, alteracdes de
funcdo hepética e elevacdo de enzimas cardiacas. Contudo, estes achados
laboratoriais podem ser inespecificos e comuns a outras doencas infecciosas, (DIAS E
COURA, 1997), ndo podendo ser utilizados como diagnéstico definitivo. Para tal, se faz
necessario a realizacdo de exames complementares, como testes soroldgicos
especificos de IgM anti-T. cruzi, ou teste com metodologia Western Blot.

Percebe-se que as manifestacdes clinicas de pacientes com a doenca de
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Chagas em fase aguda, sdo autolimitadas, excetuando 0s pacientes que apresentam
meningoencefalite ou miocardite, que sdo manifestacbes graves e acometem
principalmente criangas e pacientes imunossuprimidos.

Entretanto, em relacdo as manifestacdes da fase crénica da doenca, a literatura
descreve muitos aspectos relacionados sua fisiopatologia. A presenca de pacientes na
fase indeterminada da doenca que ndo apresentam manifestacdes clinicas da doenca
de Chagas, ainda é questionada, pois dos pacientes infectados, cerca de 30% evoluem
para a fase crbnica. Higuchi e colaboradores (1997) sugerem que a simples presenca
do T. cruzi no tecido cardiaco ndo é suficiente para a inducdo da miocardite e sua
destruicao.

Na cardiomiopatia chagasica crbnica, ocorre um consideravel infiltrado
inflamatorio difuso, em um processo que sugere uma reacdo de hipersensibilidade
tardia. As células presentes no infiltrado inflamatério do tecido cardiaco de pacientes
gue apresentam a cardiomiopatia chagasica sdo possivelmente os responsaveis pelo
dano (HIGUCHI, 1997; RASSI, et al, 2009).

Segundo Soares e colaboradores (2001), diversas hipoteses podem explicar a
fisiopatologia na cardiomiopatia chagasica. (1) A presenca de antigenos de T. Cruzi em
locais de persisténcia do parasito pode estar associado a resposta inflamatoria
patogénica. (2) Uma definicdo como doenca autoimune desencadeada em alguns
individuos apos infeccdo pelo T. Cruzi. (3) O desencadeamento de reacdes de
hipersensibilidade tipo tardia.

Dentre estas hipoteses, diversos autores afirmam o componente da
autoimunidade, no desenvolvimento de uma resposta imunolégica contra alguns
antigenos do T. cruzi que possivelmente apresentam um mimetismo molecular aos
componentes da estrutura cardiaca, ocasionando uma reacdo cruzada, responsavel
pela destruicdo tecidual (RIBEIRO-DOS-SANTOS, et al, 2001; PONTES DE
CARVALHO, et al, 2002; CUNHA NETO, 1998; KALIL, 1996).

Rassi e colaboradores (2009) também defendem que a miocardite linfocitaria
fibrosante é causada por uma resposta autoimune contra epitopos proprios da estrutura
proteica miocardica, devido ao mimetismo das estruturas de miosina cardiaca pelos

antigenos parasitarios.
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2.2.1 O ciclo de vida e invasao celular do T. cruzi

Os tripanossomatideos possuem um complexo estagio de desenvolvimento entre
os insetos da familia Redividae e os animais vertebrados, como o homem. Nos
triatomineos o T. cruzi reproduzem-se na forma epimastigota. ApGs sua fixacdo nas
membranas perimicrovilares da células intestinais do inseto, sdo transformados na
forma infecciosa, tripomastigota metaciclica e liberados nas suas fezes (Fig. 2)
(BRENER, et al, 2000; DE SOUZA, et al, 2010).
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Figura 2 - Ciclo de vida classico do Trypanosoma cruzi através do vetor triatomineo. (Adaptado:

doenca de Chagas - Centers for Disease Control and Prevention, 2011 - http://www.cdoenca de

Chagas.gov/parasites/chagas/).
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A infecc&o pode ocorrer por diversas vias, como a inoculagdo na mucosa ocular,
na pele lesionada durante a picada do inseto, ou através de diferentes formas.

Uma vez no hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas
podem invadir células como: epiteliais, macréfagos e fibroblastos. Durante a invaséao
celular, ha a formag¢do de um vacuolo endocitico, denominado de vacuolo parasitéforo
(ANDRADE, 1999).

Segundo De Souza e colaboradores (2010), o processo de interacdo do T. cruzi
com a célula hospedeira, pode ser classificado em trés fases: adesdo e
reconhecimento, sinalizagdo e invasado. O processo de ades&o envolve receptores em
dominios de membrana.

Apoés a adesao celular da forma tripomastigota a membrana celular, inicia-se um
processo de internalizacdo via fagocitose, com a formacdo de pseuddpodes e o
recrutamento de lisossomos para o local de invasdo do parasito, porém, o parasito nao
é afetado.

O processo de invasao envolve a presenca de diversos ligantes da superficie do
parasito com receptores presentes na superficie da célula infectada (DE SOUZA, et al,
2010).

De Souza e colaboradores (2010), apontam pelo menos trés mecanismos
distintos de invasdo da célula hospedeira: (a) via dependente de lisossomas, no qual

#*- (b) penetracdo dos

ocorre uma exocitose de lisossomos reguladas pelo Ca
tripomastigotas por uma via dependente da actina, com expansdo da membrana
plasmatica e formacéo do fagolisossomo; (c) os parasitos entram na célula através de
invaginacdes da membrana plasmética onde sdo acumulados os fosfolipidios de inositol
como o PIP-3, moléculas hidrossolaveis que atuam como mediadores intracelulares.

No interior do vacuolo, os tripomastigotas transformam-se em formas amastigota,
capazes de sofrerem replicacdo por fissdo binaria.

Apbs processo de replicacdo, os amastigotas, ja multiplicados sofrem um periodo
de diferenciacdo, transformando-se novamente em tripomastigotas, que sao liberados
no espaco extracelular e disseminam-se sobre os fluidos sanguineos (TEIXEIRA, et al,

2012).
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2.3 Alvos moleculares anti-T. cruzi

Diversos estudos séo realizados com o objetivo de encontrar moléculas no
metabolismo dos tripanossomatideos, com potencial para alvo na quimioterapia contra
0 parasito. A literatura ja descreve diversos alvos potenciais contra o T. cruzi, dentre
eles destacam-se: enzimas da sintese de esterdis — hidroximetilglutarii CoA (HMG-
CoA), cisteinas proteases, diidrofolato redutase, hypoxantina-guanina
fosforibosiltranferase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, bem como, a enzima
tripanotiona redutase (TR) (SOEIRO, 2008; 2011).

Sabe-se que em diversos tipos celulares, um dos principais mecanismos de
controle do estresse oxidativo intracelular sdo as enzimas catalase ou glutationa
redutase. Entretanto, o T. cruzi, ndo possui estas enzimas. Neste parasito, principal
mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo esté relacionado as enzimas de tidis
de tripanotiona (Fig. 3), essencial para a sua sobrevivéncia, promovendo a protecao
contra espécies reativas de oxigénio (ROS) (OLIVEIRA, 2008).

Uma reducdo nos niveis dos tidis antioxidantes ocasionaria uma alta
susceptibilidade do parasito aos efeitos dos radicais livres, resultando em dano na
estrutura celular e induzindo a apoptose e morte celular (OLIVEIRA, 2008). Nos
protozoarios, as espécies reativas de oxigénio podem ser formadas através da
metabolizacdo de drogas (TURRENS, 2004).

Desta forma, uma das candidatas a molécula alvo € a enzima Tripanotiona
Redutase (TR), descoberta em 1985 (FAIRLAMB et al, 1985) e, atualmente, validado
como um importante alvo molecular na quimioterapia contra a doenca de Chagas
(OLIVEIRA, 2008).

A tripanotiona redutase é classificada como uma flavoenzima NADPH
dependente, da familia das FAD-disulfeto oxiredutase, € um homodimero com dois
sitios ativos, importante no controle do ciclo redox de parasitos tripanossomatideos. A
tripanotiona redutase apresenta 492 aminoacidos, com uma massa molecular de 54
kDa.

Meziane-Cherif e colaboradores (1994), realizaram estudos com anticorpos

contra um peptideo derivado da tripanotiona redutase e constataram que esta enzima



24

estaria localizada no citosol e na mitocdndria. Entretando Wilkinson e colaboradores
(2005) descreveram que a tripanotiona € principalmente encontrada no citosol, com
uma fracdo de 15 a 20% presente no glicossomo.

Varias fungfes bioldgicas s@o descritas para a tripanotiona como: homeostase
redox, sintese de desoxiribonucleotideos pela ribonucleotideo redutase, conjugacéo e

exportacdo de metais e drogas, remocao glioxal e metabolismo de peroxido.
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Figura 3 - Estrutura da Tripanotiona. Fonte: Oliveira et al, 2008.

A TR é responsavel por catalisar a reducéo da tripanotiona dissulfeto [T(S).] em
tripanotiona ditiol [T(SH),], ocasionando uma cascata de eventos que culminam na
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (FAIRLAMB et al, 1985), como ilustrado

na figura 4.
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Figura 4 - Cascata de mecanismos enziméticos que ocasionam a neutralizacéo de radicais livres

através da Tripanotiona Redutase. Fonte: Oliveira et al, 2008.
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7

Alguns estudos indicam que a tripanotiona redutase € capaz de catalisar a
reducdo de um elétron de compostos derivados de naftoquinonas. A reducdo destes
compostos ocasiona uma auto-oxidacdo e a producdo de anion superéxido. Alguns
autores mostram que estes compostos podem ser substratos para a TR do T. cruzi,
com o oxigénio. Esta reducéo gera a producao de radicais livres que inibe a reducéo da
tripanotiona e causa o consumo de NADPH (CASTRO e TOMAS, 2008).

O uso da tripanotiona redutase como um alvo para a busca de novas drogas
tripanocidas € objetivo de alguns estudos recentes. A literatura descreve que 0s
derivados de quinonas, como naftoquinonas, podem, na presenca do oxigénio, reduzir a
tripanotiona redutase através de um mecanismo de transferéncia de elétrons, gerando
radicais livres, inibindo a reducéo de dissulfeto e concomitantemente, formando anions
superéxidos. A tripanotiona redutase é capaz de catalisar a reducdo de um elétron dos
derivados de naftoquinona (CASTRO et al, 2011).

O acumulo de radicais superoxidos € extremamente letal para a célula,
favorecendo um processo oxidativo e morte do protozodario (GIRALT, 1998; EBERLE,
2011). Desta forma, a tripanotiona redutase caracteriza-se como um importante alvo na

elaboracado de droga com possivel efeito tripanocida.

2.4 Moléculas de naftoquinonas e vitamina K

A literatura descreve séries de moléculas com estrutura de naftoquinonas que
possuem acéo tripanocida, capazes de atuar como agentes microbicidas. Alguns
estudos apontam possiveis efeitos tripanocidas de naftoquinonas sobre trypanosomas e
diferentes leishmanias (SALMON CHEMIN, 2001; KUBATA, 2002). A molécula de
naftoquinona sofre uma reducdo de um elétron para semiquinonas e reoxidacao
espontanea deste radical por oxigénio molecular gerando a outras espécies toxicas do
oxigénio (MOLINA POTELA, et al, 1996). A figura 5 ilustra as vias de oxidagao-reducgao
dos derivados de vitamina K.

As naftoquinonas atuam inibindo enzimas que participam do processo anti-

oxidativo do protozoario Kinetoplastida. Dentre estas enzimas, destaca-se a
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tripanotiona redutase e a enzima old yellow do T. cruzi (TcOYE) (SALMON-CHEMIN,
2000).

Kubata e colaboradores (2002), afirmam que derivados de naftoquinonas
exercem sua acao tripanocida através da geracdo de radicais livres, por um processo
de ciclo redox. Portanto, a 1,4 naftoquinona apresenta acédo oxidante, exercendo efeito

de lise e podendo atuar como droga tripanocida.

KQ

Quinone
Ciidized Vitamin K 1—___1%&‘.1 - . 23—

Figura 5 - Ciclo Redox proposto da Vitamina K. Fonte: LAMSON, 2003.

Outro estudo relacionado ao estresse oxidativo no parasita, mostram que duas
substancias que possuem a molécula da naftoquinona natural, o lapachol e [-
lapachone inibiram progressivamente a motilidade de formas epimastigotas do T. cruzi,
em meios de cultura, com atividade similar ou superior aos tripanocidas tradicionais
(SALAS, 2008).

Segundo Castro e colaboradores (2011), derivados de naftoquinonas aumentam
a geracdo de espécies reativas de oxigénio através da formacdo de radicais
semiquinonas. Sabe-se que o T. cruzi é deficiente quanto a desintoxicacdo de espécies

reativas de oxigénio e sensivel as condicbes de estresse oxidativo.



27

Em estudo conduzido por Salas e colaboradores (2008), a naftoquinona CS-3
apresentou efetiva inibicdo do T. cruzi (cepa Tulahuen, LQ e clonar DM28c), em
concentracdes que variam 2,1 a 5,2 uM.

Em outro estudo realizado por Morello e colaboradores (1995), moléculas
derivadas da naftoquinona, como o furano-4,9-quinona (CS-3), extraido de Calceolaria
sessilis, foram testadas para inibicdo de formas epimastigotas do T. cruzi apresentando
uma expressiva inibicdo do crescimento do parasito. Neste estudo, a naftoquinona
apresentou ainda um aumento temporario na producdo de oxigénio pelo T. cruzi,
sugerindo, também, uma formacao e participacdo de radicais livres.

A estrutura base de naftoquinona, esta presente em moléculas como a vitamina
K. Esta vitamina, isolada em 1939 por Henrick Dam, é usada para tratamento de
deficiéncias nutricionais em casos de reducdo dos niveis de protrombina, sendo uma
proteina essencial no mecanismo de coagulacdo. Atua na modificagdo pds-traducional
de proteinas plasméticas envolvidas na coagulagdo, como fatores Il (protrombina), VII,
IX e X e as proteinas C, S e Z. O termo “K” refere-se a “koagulations vitamin”
(LAMSON, 2003).

Furie e colaboradores (1990) descrevem que a vitamina K atua como um cofator
essencial para enzimas microssomais responsaveis por catalisar a carboxilacdo pos-
traducional de residuos de acido glutamico em percussores hepaticos inativos dos
fatores de coagulagdo. O residuo de acido y-carboxiglutamico converte os percussores
em fatores ativos que sao secretados nas células do figado para o sangue.

A vitamina K tem caracteristica lipossoluvel, e € encontrada na natureza sob
duas formas: a vitamina K1, filoquinona, presente nos vegetais, e a vitamina K2,
menaquinona, oriunda da producdo enddgena das enterobactérias. A vitamina K
sinteticamente produzida é denominada K3 ou menadiona (FIGUEREDO, 1998;
GOODMAN e GILMAN’S, 2001).

A vitamina K possui em sua estrutura basica a molécula de naftoquinona, e
diversas isoformas de vitamina K sao apresentadas, dentre elas, a fitomenadiona (K1) e
a menadiona (K3). A fitomenadiona compde o grupo da vitamina K1 e também
apresenta o grupo funcional de naftoquinona. Ela € usada em tratamento clinico como

farmaco pré-coagulante. A vantagem da utilizagdo da K1 no reposicionamento para
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novas aplicagfes clinicas e indicacdes terapéuticas, (ASHBURN e THOR, 2004), esta
associada a baixa toxicidade e uso clinico aprovado inclusive, em pacientes pediatricos.

A fitomenadiona possui acado semelhante a todas as vitaminas K, como descrito,
age como cofator essencial na formacgdo dos fatores de coagulagédo: fator Il
(protrombina), fatores VII, IV e X e dos inibidores da coagulacdo: proteina C e S
(FURIER, 1990).

A fitomenadiona — K1 (Fig.6) possui peso molecular de 450.69574 g/mol, possui
formula molecular Cj3;H460,. Apresenta uma cadeia lateral e presenca de unidade
isoprendide. Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), a
sua nomenclatura corresponde a: 2-methyl-3-[(E)-3,7,11,15-tetramethylhexadec-2-enyl]
naphthalene-1,4dione, (NCBI — PUB CHEM COMPOUND, 2011).

0 CH, CH, CH, CH,

1" }

Figura 6 - Estrutura molecular plana e tridimensional da K1. Fonte: NCBI Pubmed — ChemIDplus

Advanced — National Library of Medicine (Molecular Networks, 2011).

A K1 é absorvida no intestino delgado, com passagem predominantemente
hepética, ligando-se as lipoproteinas VLDL. Possui uma meia-vida plasmatica de 1,5 a
3 horas e gera metabolitos polares como a fitomenadiona 2,3-epoxido excretados na
bile por glucoronideos e sulfoconjugados (GOODMAN e GILMAN'S, 2001; IARC
MONOGRAPHS, 2010).

A menadiona, especificamente, pertence a familia dos compostos de vitamina
K3, possui em sua estrutura base o 2-metil-1,4-naftoquinona, com auséncia de cadeia

lateral isoprenodide. Alguns autores a consideram como uma pro-vitamina, por sofrer
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conversao para menaquinona (KATHLEEN, 2008). A menadiona (Fig. 7) possui um
peso molecular de 172,180 g/mol, de formula quimica: C;;HgO,. Pela IUPAC sua

nomeclatura é definida como: 2-methylnaphthalene-1,4-dione.

Figura 7 - Estrutura molecular plana e tridimensional da K3. Fonte: NCBI Pubmed — ChemIDplus

Advanced — National Library of Medicine (Molecular Networks, 2011).

E perceptivel que tanto a K1 como a K3 possuem em sua estrutura base, a 1,4
Naftoquinona, pois sdo compostas por um anel naftaleno e radicais carbonila na
posicdo 1,4. O esqueleto naftoquinona é idéntico, variando apenas na presenca, ou
ndo, de cadeia lateral e unidades isoprenoides.

No organismo, apo0s absorgdo, a vitamina K é reduzida a hidroxiquinona na
presenca de NADH ou NADPH. Posteriormente, é oxidada a vitamina K 2,3 epoxido e
atua como cofator junto a alfa carboxilase na carboxilacdo de radicais de acido
glutdmico a &cido carboxiglutamico, criando, com isso, sitios de ligacdo para o calcio
nessas proteinas. Quando esse processo ndo se completa, formam-se proteinas
vitamina K dependentes imaturas (FIGUEREDO, 1998).

Na forma reduzida, a hidroguinona atua como um cofator da carboxilacao
enzimatica pela gama glutamil carboxilase de residuos de acido glutamico, formando o
acido gama-carboxiglutamico em proteinas plasmaticas (FURIE, 1990).

Portanto, a comprovacao da eficacia tripanocida de compostos que apresentem
como componente basico a naftoquinona podera servir de base para o desenvolvimento

de novas opcdes terapéuticas para a doenca de Chagas.
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3 OBJETIVOS

3.1Geral

» Investigar o potencial efeito de derivados de vitamina K sob diferentes formas do

T. cruzi.
3.2 Especificos
» Investigar o efeito anti-T. cruzi da K1 e K3 através dos ensaios de inibicdo de
crescimento e diferenciacdo de formas epimastigotas e tripomastigotas, bem
como na inibicdo da proliferacdo intracelular de formas amastigotas em
macrofagos murinos;

» Avaliar a citotoxicidade dos compostos K1 e K3 em esplendcitos murinos;

» Avaliar alteragfes ultraestruturais no parasito em resposta ao tratamento com K1
e K3;

» Avaliar o efeito anti-T. cruzi da K1 e K3 na fase aguda da infeccéo in vivo,

utilizando modelos murinos de infeccéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para este estudo foram utilizados camundongos (Mus musculus) nas linhagens
C57BL/6 e BALB/c, fémeas, com idade entre 2 a 3 meses, provenientes do biotério do
Centro de Pesquisa Goncalo Moniz, em condicdes de alimentacdo ad libutum e
pathogen-free. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissao de
Etica em Uso de Animais/CEUA — FIOCRUZ — CPqGM n°.002/2011.

4.2 Parasitos

Formas tripomastigotas e epimastigotas das cepas Y e Colombiana do T. cruzi,
foram obtidas de amostras criopreservadas do Laboratério de Engenharia Tecidual e
Imunofarmacologia (LETI — CPqGM- Fiocruz) de cepas virulentas humanas.

Tripomastigotas sanguicolos de cepas Y e Colombiana foram coletados de
sangue de animais da linhagem BALB/c infectados em sucessivas passagens e

utilizados para infeccdo dos modelos experimentais in vivo.

4.3 Cultivo dos parasitos

As formas tripomastigotas dos parasitos T. cruzi foram cultivadas em meio de
cultura rpml (Gibco®, Grand Island, USA), suplementado com 10% de soro bovino fetal,
(Cultilab, Campinas, SP, BR) e 50 pg/ml de gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO,
BR), juntamente com células da linhagem LLC MK2, (células de rim de macaco
Rhesus). As garrafas de cultura foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,,

Formas epimastigotas do T. cruzi foram cultivadas em meio LIT (Gibco®),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab), 50 ug/mL de gentamicina
(Novafarma), 1% de hemina bovina e 1% de meio R9 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em
estufa a 26 °C.
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4.4 Testes in vitro

Para os ensaios de inibicdo de crescimento e proliferagdo das formas
tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi em cultura axénica foram utilizadas as
cepas Y e Colombiana, para os testes de citotoxicidade em célula de mamifero foi
utilizado o modelo de incorporacdo de [3H]-timidina e para avaliar a inibicdo de
crescimento de formas amastigotas foram realizados ensaios de infeccdo de

macrdéfagos peritoneais por T. cruzi, como seguem 0s protocolos abaixo:

4.4.1 Inibicdo de proliferacéo e viabilidade de formas epimastigotas de T. cruzi por
K1e K3

A proliferagcéo e viabilidade foi avaliada por contagem em hemocitdbmetro com
auxilio de microscopia Optica apds cinco dias de incubacdo em estufa a 26° C e os
resultados expressos em tabelas em relacdo ao controle do parasito cultivado sem a
droga. As diferentes concentracbes das drogas foram avaliadas com o objetivo de
determinar a concentragéo que inibe em 50% o crescimento dos parasitos (ICsp).

Formas epimastigotas das cepas Y e Colombiana foram plaqueadas (10°
parasitos/poco) em placas de 96 pocos, em triplicata, em meio LIT (Gibco®),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab), 50 pg/ml de gentamicina
(Novafarma), 1% de hemina bovina e 1% de meio R9 (Sigma). Nos poc¢os controles
foram plaqueados apenas parasitos. Nos pocos teste, foram plaqueados os parasitos,
as drogas K3 (Sigma Aldrich) nas concentragdes de: 580,79; 193,58; 64,52; 21,48;
7,14; 2,38; 0,75; 0,61; 0,08; 0,02 uM e K1 (Kanakion R Roche) nas concentracdes de:
221,88; 73,95; 24,65; 8,20; 2,72 upM. As concentracdes utilizadas foram pré-
determinadas a partir de triagem inicial. Como controle positivo foi utilizado 38,42 uM de
benzonidazol (Rochagan® Roche)., os parasitos foram contados com auxilio de um
hemocitémetro. Os resultados foram avaliados em relacdo ao controle sem a droga.

O valor da ICs, foi determinado com base na porcentagem de inibicdo do
crescimento do parasito em diferentes concentracdes das drogas e seu calculo foi

efetuado utilizando-se regresséo néo-linear no programa Prism 5.01 GraphPad.
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4.4.2 Inibicdo de viabilidade de formas tripomastigotas por K1 e K3.

A viabilidade dos parasitos foram avaliados por contagem em hemocitémetro
com auxilio de microscopia Optica 24 horas ap6s a incubacdo com os compostos em
diferentes concentragfes em estufa & 37°C e 5% de CO, As concentracdes utilizadas
foram pré-determinadas a partir de triagem inicial e comparadas pelo ensaio de
citotoxicidade em esplendcitos de camundongo. Os resultados foram avaliados em
relacdo ao controle sem droga e apresentados em forma de tabela.

Formas tripomastigotas das cepas Y e Colombiana foram obtidas da cultura de
células MK2, adicionadas (4 x 10° parasitos/poco) em placas de 96 pocos contendo
meio RPMI (Gibco) suplementado com 10% de soro bovino fetal e 50 pg/ml de
gentamicina. Nos poc¢os controles foram adicionados apenas parasitos. Nos pocos teste
foram plaqueados, além dos parasitos, as drogas: K3 nas concentra¢cfes de: 580,79;
193,58; 64,52; 21,48; 7,14; 2,38; 0,75; 0,61; 0,08; 0,02 uM e K1 em 221,88; 73,95;
24,65; 8,20; 2,72 yM. Como controle positivo foi usado 38,42 uM de benzonidazol
(Rochagan® Roche).

4.4.3 Obtencao de células do baco

Camundongos da linhagem C57BI/6 foram sacrificados em camara de CO, e os
bacos dos animais foram imediatamente removidos em condicBes assépticas. Cada
baco foi macerado utilizando-se émbolo de seringa de 3 mL estéril e as células obtidas
do processo de maceracao foram transferidas para tubos de 15 mL e centrifugadas a
1.500 rpm em 10 minutos. ApoOs centrifugacdo, as células foram contadas em

hemocitdmetro e plaqueadas para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade.
4.4.4 Ensaio de citotoxicidade
Para avaliar a citotoxicidade dos compostos K1 e K3, foi utilizado o método de

cultura de células através do teste de incorporagcdo de 3H-timidina, o qual mede a
viabilidade celular pela sintese de DNA, (HENSTEN-PETTERSEN, 1988).
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Esplendcitos murinos na concentracdo de 6 x 10°/poco foram adicionados em
placas de 96 pocos contendo meio RPMI (Gibco) completo, suplementado com 10% de
soro bovino fetal e 50 pg/ml de gentamicina. Estas células foram tratadas em diluicbes
seriadas de menadiona (Vitamina K3 — Sigma Aldrich, EUA): 580,79; 193,58; 64,52;
21,48; 7,14; 2,38; 0,75; 0,61; 0,08; 0,02 uM e fitomenadiona (Vitamina K1 — Kanakion
MMR Roche Fontenay, Franca): 221,88; 73,95; 24,65; 8,20; 2,72 uM. No controle
positivo foi utilizada a violeta de genciana, na concentracao final de 245,11 uM. Para o
controle negativo foram utilizadas apenas células diluidas em meio RPMI completo. Em
cada poco, foi adicionado 1 pCilpoco de *H-Timidina (Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA). A placa foi incubada por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apés 24
horas, as placas foram lavadas e transferidas para um filtro de fibra de vidro utilizando
um coletor de células (Filtermate 196, Packard, Meriden, CT, EUA). Apds 24 horas foi
realizada a leitura em contador de radiacédo 3 (Multilabel Reader, Hidex Turku Finland).
A quantidade de células foi avaliada pela contagem radioativa de timidina incorporada

em fragmentos de base nucleotidica de células viaveis a replicacao.
4.4.5 Inibicdo da proliferacdo de formas amastigotas por K1 e K3

Macréfagos murinos foram infectados com formas tripomastigotas induzindo o
ciclo de replicacdo celular para a forma amastigota. A contagem de macrofagos
infectados e numero de amastigotas por macroéfago foi realizada através de observacéo
em microscopio optico (Olympus, Toquio, Japao), apds incuba-los com diferentes
concentracbes das drogas, tendo como objetivo, determinar o valor da ICsy que foi
calculado com base na porcentagem de inibicdo da infeccédo, utilizando-se regressao
nao-linear no programa Prism 5.01 GraphPad.

Camundongos da linhagem C57BI/6 foram injetados com 1,5 mL de tioglicolato a
3% em cavidade intraperitoneal para estimular a migracdo de macrofagos para o
peritdnio. Apos 4 dias, o lavado peritoneal foi coletado para obtencédo de macréfagos.
1,5 x 10° células/poco foram adicionadas em placa de 24 pocos contendo meio RPMI
(volume final de 1 mL) com laminulas de vidro ao fundo. As células foram incubadas a

37°C e 5% de CO, por 24 horas. Apos lavagens sucessivas em meio RPMI, as células
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foram infectadas com 1,5 x 10° parasitos por poco (tripomastigotas, cepa Y e
Colombiana). As células infectadas foram incubadas em 37°C e 5% de CO; por 2 horas.
Em seguida, os pogos foram lavados duas vezes com salina. As drogas em teste foram
adicionadas, a K1 (Kanakion MM Roche) nas concentracdes de: 221,8 e 22,1 yM e a K3
(Sigma-Aldrich) nas concentracbes de: 21,4; 2,14; 2,38 e 0,75 yM. A triagem para a
definicdo das diluicdes foi realizado em experimentos pilotos prévios. Como controle
positivo do experimento foi utilizado o benzonidazol (38,42 uM). O controle negativo
correspondeu apenas de células infectadas com os parasitos. A placa foi novamente
incubada a 37°C e 5% de CO, por 6 horas. Os pocos foram lavados 2 vezes com salina
e em seguida, adicionou-se meio de cultura em cada poco. A cultura foi mantida a 37°C
e 5% de CO; por 4 dias. Apés este periodo, os pocos foram novamente lavados com
salina por 2 vezes. As células infectadas foram fixadas em &lcool etilico absoluto por 10
minutos a 4° C. Os pogos foram corados com técnica de H&E e as laminulas foram
montadas em laminas com auxilio de Entellan (Entellan®; MDA-CHEM-107960,

Merck Quimica, Brasil).
4.4.6 Avaliacao de alteragcdes ultraestruturais nos parasitos tratados com K1 e K3.
4.4.6.1 Analise por microscopia eletrénica de varredura - MEV

Formas tripomastigotas (3 x 10°) foram submetidas ao tratamento com o0s
compostos em testes - K1 e K3, nas concentracdes correspondentes ao ICso € 5 yM
durante 24 horas em meio de cultura. Apés este periodo, o meio foi centrifugado a 3000
rom por 10 minutos. O pellet obtido foi encaminhado para o processamento em
microscopia.

As amostras foram fixadas por 1 hora em temperatura ambiente com formaldeido
2% e glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sédio 0,1 M em pH 7,2. Em seguida,
as amostras foram lavadas em tampao cacodilato 0,1 M e aderidas em laminulas
previamente cobertas com poli-L-lisina (Sigma). Apos a aderéncia, pos-fixados com
uma solucédo de tetréxido de 6smio (OsO,) 1% contendo 0,8% de ferrocianeto de

potassio. Em seguida, as células foram desidratadas em concentragdes crescentes de
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etanol (30, 50, 70, 90, e 100%), submetidas ao ponto critico, metalizadas com ouro e
observadas em microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-6390LV a 12 kV em
unidade de microscopia eletrénica-UME do CPqGM — FIOCRUZ.

4.4.6.2 Analise por microscopia eletronica de transmisséo - MET

Para as analises ultraestruturais, amostras de T. cruzi da cepa Colombiana foram
incubadas em 3 x 10’ com os compostos K1 e K3 nas concentracdes de ICso 5 uM
durante 24 horas em meio de cultura. Apés este periodo, o meio foi centrifugado a 3000
rpm por 10 minutos. O pellet obtido foi encaminhado para o processamento.

Os parasitos foram fixados por 1 hora em temperatura ambiente com formaldeido
2% e glutaraldeido 2,5% (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA), em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M em pH 7,2. Apés a fixacdo, os parasitos foram lavados, 3
vezes, com tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2), pos-fixados com uma solucdo
de tetréxido de d6smio (Sigma) 1% contendo 0,8% de ferrocianeto de potassio.
Subsequentemente, as células foram desidratadas em concentracdes crescentes de
acetona (30, 50, 70, 90, e 100%) e incluidas em resina Polybed (Polysciences,
Washington, PA, USA). O material foi acondicionado em tubos eppendorf e colocado
para polimerizar em estufa a 60°C por 72 h. Cortes ultrafinos foram obtidos em um
ultramicrétomo Leica UC7 e coletados em grades de cobre com 300 mesh, contrastado
com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados ao microscépio eletrénico de
transmissao (modelo: JEOL JEM-1230) a 15 kV na unidade de microscopia eletrénica -
UME do CPgGM - FIOCRUZ.

4.5 Testes in vivo

4.5.1 Tratamento com K1

Camundongos da linhagem C57BL/6 (n=42) foram infectados com 10°

tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi, por via intraperitoneal (IP). Os animais
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foram tratados apds 15 dias com 50 mg/kg de K1, via IP, baseado em protocolos de
dose e diluicdo de Ogawa e colaboradores (2007). A droga K1 foi diluida em PBS e
etanol a 2%. Os animais do grupo controle positivo foram tratados com 100 mg/kg de

benzonidazol. Os animais foram dispostos nos seguintes grupos:

» Animais néo infectados e néo tratados: n= 7

» Controle positivo (animais infectados e tratados com o benzonidazol): n= 10
» Controle negativo (animais infectados e tratados com veiculo): n= 10

» Grupo teste (animais infectados e tratados com K1): n= 15

4.5.2 Tratamento com K3

Camundongos da linhagem BALB/c (n=18) foram infectados com 10°
tripomastigotas da cepa Y por via IP. No sexto dia pés-infecgdo, os animais foram
tratados com 25mg/kg de K3, via oral por gavagem, durante 4 dias.

Para este tratamento foi utilizado como referéncia, dose utilizada em trabalho de
Mizushina colaboradores (2011), que sugerem 100 mg/kg. Porém, Parry e
colaboradores (2009), afirmam em estudo, que uma dose toleravel abaixo do limiar de
toxicidade para a menadiona corresponderia a 25 mg/kg. Optou-se entdo por fracionar
em 4 doses de 25 mg/kg totalizando uma dose de 100 mg/kg. A K3 foi diluida em 5% de
DMSO (dimetilsulfoxido — LGC Biotecnologia- 2010, Brasil) e em salina. Para o grupo
controle positivo, foi utilizado 100 mg/kg de benzonidazol via oral.

Os animais foram separados nos seguintes grupos:
» Controle positivo (animais infectados e tratados com o benzonidazol-via oral): n = 6

» Controle negativo (animais infectados e tratados com veiculo da droga-via oral): n= 6

» Grupo teste (animais infectados e tratados com K3-via oral): n=6
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4.5.3 Anélise de parasitemia in vivo

Cerca de 5 yL de sangue foi coletado da cauda dos camundongos infectados e
disposto em lamina, coberta com laminula de 22x22 mm, obtendo-se uma camada
Unica e homogénea de hemécias. As laminas foram levadas diretamente ao
microscopio 6ptico e realizado a contagem de 50 campos microscopicos aleatérios em
objetiva de 40x. O numero de parasitos encontrados foi dividido pelo namero de
campos microscopicos observados e multiplicado por um fator de 7. O resultado foi
apresentado em grafico com 10° tripomastigotas por mL. (Método de BRENER baseado
no de P1ZZI - BRENER, 1962; BRENER, 2000).

No grupo tratado com K1 (infectado com a cepa Colombiana) acompanhou-se a
parasitemia do 15° ao 30° dia pds-infeccdo (contagem a cada 3 dias). O grupo da K3
(infectado com a cepa Y), a parasitemia foi acompanhada no 5°, 8°, 10° e 12° dia pés-

infeccao.
4.5.4 Avaliacéo de sobrevida in vivo

A mortalidade dos animais foi avaliada através de acompanhamento diario. A
partir dos dados obtidos elaborou-se a curva de sobrevida dos animais tratados com

auxilio do programa Prism 5.01 GraphPad.
4.5.5 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados com o auxilio do programa Prism 5.01
GraphPad e analisados por One-Way ANOVA - Bonferroni's multiple comparison test, e
One Way ANOVA - Newman-Keuls Multiple Comparison Test, os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagdes in vitro

5.1.1 Atividade tripanocida in vitro

Nos testes de inibicdo do parasito pelos compostos K1 e K3, foi observado que
K3 apresentou uma maior capacidade de inibicdo quando comparado a droga de
referéncia, o benzonidazol (Tab. 1). A inibicAo mais significativa foi em relagdo a forma
tripomastigota da cepa Y, com valor de ICso de 2,19 uM. A K1 apresentou uma menor
poténcia em relacdo a droga de referéncia, porém ainda sdo mais ativos quando
comparados com outras moléculas, compostos ou extratos ja descritos pela literatura

com acéao tripanocida.

Tabela 1 - Valores de inibic&o (ICsp) obtidos para os compostos K1 e K3 nas

cepas Y e Colombiana do T. cruzi.

|C50 (/JM) Tripomastigotas Tripomastigotas Epimastigotas Epimastigotas Amastigotas Amastigotas
Y) (Colombiana) Y) (Colombiana) (Y) (Colombiana)

Fitomenadiona 27,55 ( 0,98) 29,28 (£4,04) 19,28 (+0,40) 15,02 (£ 0,24) 23,3 (0,10) 33,20 (+2,78)

(K1)
Menadiona 2,19 (£ 0,02) 3,36 (£ 0,36) 2,57 (£ 0,20) 583 (+x2,12) 4,90 (x0,29) 7,58 (+1,59)
(k3)
Benzonidazol 12,46 (+ 0,52) 12,53 (+ 0,55) 12,20 (+0,82) 15,58 (+4,44) 8,66 (x0,87)  9.03 (0,70)
(controle)

Valores apresentados de média e erro padrao da média.
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5.1.2 Citotoxicidade dos compostos aos esplendocitos murinos

Para o teste in vitro de citotoxicidade aos esplendcitos murinos foi observado que
a K1 é pouco citotdxica para células de mamiferos (esplendcitos), apresentando LCso de
76,52 uM quando comparado a violeta de genciana, uma droga com efetiva acao
tripanocida, porém citotoxica. Entretanto, apresenta um indice menor quando
comparado a droga de referéncia, o benzonidazol (Tab. 2).

A K3, por sua vez, apresentou uma citotoxicidade maior em relacédo a K1 (LCsg
de 5,28 uM). Esta citotoxicidade, todavia, € menor quando comparado com a violeta de
genciana. A K3 também apresentou maior citotoxicidade quando comparado a droga de
referéncia.

Na tabela 2 também é possivel visualizar o indice de seletividade para a K1 e K3
nas cepas Y e Colombiana do T. cruzi. Os indices de seletividade para K1 e K3 foram
maiores em relacéo a violeta de genciana. Porém, foram menores em relacdo a droga

de referéncia.

Tabela 2 — Valores de citotoxicidade (LCsp) € indice de seletividade (IS) para os
compostos K1 e K3 comparados ao controle

Drogas LCso (UM) Indice de Seletividade (IS)
Cepa Y ‘ Cepa Colombiana

Benzonidazol 252,04 (+ 0,96) 20,22 20,11

Fitomenadiona 76,52 (+ 0,22) 2,77 1,17
(K1)

Menadiona
(K3) 5,28 (+ 0,23) 2,41 1,57
Violeta de genciana 0,26 (+ 0,007) 0.10 053

(controle)

Avaliagdo da citotoxicidade in vitro através do modelo de incorporagdo de [3H]-timidina. Avaliacéo do indice de seletividade (IS) -
razéo entre LCs,/ICso para diferentes cepas do T. cruzi (Para LCso apresentados os valores de média e erro padrdo da média).
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5.1.3 Ensaio de infeccdo em macréfagos

No ensaio de infeccdo de macrofagos foi observado que tanto as drogas K1 e
K3, como a droga de referéncia, o benzonidazol, reduziram o percentual de macréfagos
infectados em relacdo ao controle negativo (células ndo tratadas), demonstrando
significancia estatistica na maioria dos casos.

O tratamento com K1 levou uma reducdo menos significante do percentual de
macroéfagos infectados em relacdo ao benzonidazol. Os valores de inibicdo de K1 foram
apenas significativos, quando sua concentragédo foi aumentada em 10 vezes ou 221,8
MM (Fig. 8A e Fig. 12F).
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Figura 8 — Percentual de macrofagos infectados e tratados com K1 em diferentes concentracdes A.
Macroéfagos infectados por T. cruzi de cepa Y. B. Macrofagos infectados por T. cruzi de cepa Colombiana.
Benzonidazol (Bdz) - droga de referéncia. One-Way ANOVA - Bonferroni's multiple comparison test. p <
0,001 (+); p < 0,01 (»); p < 0,05 ().



42

Foi observado uma reducdo do niumero de amastigotas por célula infectada com
cepa Y apoés tratamento com K1 nas duas concentracbes de estudo, quando
comparadas ao grupo de células nado tratadas (Fig. 9A e Fig. 12F). Em relacéo a
infeccdo com a cepa Colombiana, contudo, a reducdo de células infectadas foi maior
apenas em K1 na concentragédo de 221, 8 uM. Na concentragéo de 22,1 uM n&o houve
inibicdo dos amastigotas, apresentado valores semelhantes ao grupo de células nao

tratadas.
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Figura 9 — Numero de amastigotas/100 células tratadas com K1 em diferentes concentracdes A. Células
infectadas por T. cruzi, cepa Y. B. Células infectadas por T. cruzi, cepa Colombiana. benzonidazol (Bdz) -
droga de referéncia. One-Way ANOVA - Bonferroni's multiple comparison test. p < 0,001 (=) p < 0,01 (=)
p < 0,05 (-).
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O tratamento com K3 na concentracdo de 21,4 yM promoveu uma redugcéo no
percentual de células infectadas (74,35% para cepa Y e 75,90% para cepa Colombiana)
guando comparado ao grupo de ceélulas néo tratadas (controle negativo). Houve uma
diferenca de inibicdo de 13,59% e 17,95% (para as cepa Y e Colombiana,
respectivamente) a mais em relacdo ao percentual de inibicAo para a droga de
referéncia (benzonidazol) em maior concentracdo 38,0 uM (Fig. 10 A e B). Foi
observado também que o tratamento com K3 revelou uma reducdo do numero de
células infectadas proporcional a concentracéo, exibindo, portanto uma relagdo dose-
dependéncia. Na figura 12 D e E é possivel observar macrofagos tratados com K3 e
uma reducédo do percentual de macréfagos infectados, evidenciando que a menadiona

(K3) em 21,4 uM e 10 uM reduz de forma significativa a infeccao in vitro.
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Figura 10 - Percentual de macréfagos infectados e tratados com K3 em diferentes concentragcfes A.
Células infectadas por T. cruzi cepa Y. B. Células infectadas por T. cruzi cepa Colombiana. Benzonidazol
(Bdz) - droga de referéncia. One-Way ANOVA - Bonferroni's multiple comparison test. p < 0,001 (=) p <
0,01 (=) p < 0,05 (+).
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Foi observado uma inibicdo no percentual de amastigotas por célula infectada
apos tratamento com K3 quando avaliada em diferentes concentracdes, principalmente
para cepa Y. A K3 reduz o nimero de amastigotas mesmo em menor concentracao
guando comparado a droga de referéncia, benzonidazol, apresentando inibicao
evidente na concentragao de 21,4 uM (Fig. 11 Ae B e Fig. 12 D e E).
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Figura 11 - Numero de amastigotas/100 células tratadas com K3 em diferentes concentragdes A. Células
infectadas por T. cruzi em cepa Y. B. Células infectadas por T. cruzi cepa Colombiana. Benzonidazol
(Bdz) - droga de referéncia. One-Way ANOVA - Bonferroni's multiple comparison test. p < 0,001 () p <
0,01 () p < 0,05 (+).



Figura 12 — Microscopia oOptica de macréfagos infectados e tratados com K1 e K3. A e B: Controle
negativo (-) macréfagos infectados (em seta) com T. cruzi. C: Controle positivo (+) tratados com
Benzonidazol 30,4 pM. D: Tratados - K3 com 21,4 pM E: menadiona — K3 10 pM. F: Tratado com
fitomenadiona — K1 221,8 uM. Coloracdo H&E. Aumento 400X.
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5.1.4 Alteragdes ultraestruturais

Alteracdes ultraestruturais foram observadas apos tratamento com 0s compostos
em teste. As Alteragcdes mais evidentes foram observadas no tratamento com 5 pM de
K3 (Fig. 13).

Dos parasitos tratados com K3 na concentracdo do ICsp cerca de 60% estavam
alterados e estas alteracdes atingiram cerca de 80% dos parasitos quando tratados na
concentracédo de 5 uyM (Fig. 13). Dentre as alteracdes observadas em MEV destacam-
se: protrusdes e descontinuidade na superficie da membrana (Fig. 14 D e E),

encolhimento e distorcao (Fig. 14 F).
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Figura 13 — Quantificacdo das alteragbes ultraestruturais apds tratamento T. cruzi - cepa Colombiana
com K1 e K3 por MEV. Controle — parasitos ndo tratados. K1 — ICsy: Parasitos tratados com
fitomenadiona na concentracdo de ICsy para cepa Colombiana (29,28 uM). K3: I1Csq: 3,36 UM e K3: 5 uM.
One-Way ANOVA - Bonferroni's multiple comparison test. p < 0,01 (=) p < 0,05 (»).

Os parasitos incubados com K3 nas concentracdes de ICsp e de 5 uM
apresentaram outras alteracdes também observadas a MET, como: separacdo das
membranas nucleares e alteracdo de reticulo (Fig. 15 B), protrusdes, desestruturacédo
da membrana plasmatica (Fig. 15 F), com evidéncias de extracdo do citoplasma (Fig. 15
E e G). As alteracdes mais evidentes foram intumescimento do cinetoplasto (Fig. 15 C e
E) e desestruturacdo mitocondrial (Fig. 15 E e G), bem como, presenca de corpos
vacuolares no citoplasma (Fig. 15 D).
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Figura 14 - Alteracdes ultraestruturais observadas através de MEV. T. cruzi na cepa Colombiana tratados
com K1 e K3. A: Controle Negativo — parasito ndo tratado (tripomastigota); B: Parasito tratado com K1
em ICsq - alteragces em membrana; C: K3 em ICs, . descontinuidade de membrana, “desmembramento”
de estrutura paraflagelar — formato de alca de bolsa; D: K3 em 5 pyM — Protrusdo (amastigota e
tripomastigota); E: K3 em 5 uyM - protrusdo e descontinuidade de membrana. F: menadiona 5 yM —
encolhimento.



Figura 15 - AlteragBes ultraestruturais observadas ao MET. A: Parasito controle evidenciando as

organelas. B: Presenca de abertura na membrana nuclear (MN), alteracdo de reticulo tratado com K3
ICso. C: Degeneragdo do cinetoplasto, alteragbes de membrana sugerindo estruturas autofagicas,
formacdo de autofagossomas tratado com K3 IC5y. D: Presenca de numerosos vacuolos — tratados K3
ICso. E: Tumefagdo do cinetoplasto e desestruturacdo mitocondrial — tratados com K1 ICso, F: Formacao
de protrusdo e extravasamento de membrana. Trat. K1 ICg. G: Extracdo do citoplasma e tumefacéo
mitocondrial, com evidente degeneracao celular Trat. K3 5 uM. (N-nucleo; M-mitocéndria; MN-membrana
nuclear; K-cinetoplasto; G-complexo de golgi; IL-inclusdes lipidicas; F-flagelo; BF-bolsa flagelar; CB-

corpusculo basal; MS-microtibulos subpeliculares; p-protruséo).
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5.2 Avaliagdes in vivo

Apos tratamento com K1, foi possivel observar uma parasitemia mais intensa do
gue o grupo infectado nédo tratado (veiculo) e controle positivo (benzonidazol), porém,
com o resultado estatisticamente significante apenas no 30° e 33° dias pds-infeccdo em

relacdo ao grupo controle negativo (Fig. 16).
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Figura 16 — Curva de parasitemia — Trat. com K1. One Way ANOVA - Newman-Keuls Multiple
Comparison Test . p < 0,001 («) p < 0,01 (=) p < 0,05 ().
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A curva de sobrevida demonstrou uma maior mortalidade do grupo tratado com

K1 em relagéo aos controles (Fig. 17).
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Figura 17 - Curva de sobrevida — Trat. K1 em C57BL/6. Infectados com T. cruzi - cepa Colombiana.
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No grupo tratado com K3, no entanto, foi possivel observar uma reducédo na
parasitemia, mais significativa a partir do 8° dia pos-infeccdo como observado na figura

18. Nao houve diferenca de mortalidade em relacéo aos grupos (dado ndo mostrado).
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Figura 18 — Curva de parasitemia — Trat. K3. N&o foi observado aumento da sobrevida do grupo tratado
em relacdo ao controle (dado ndo mostrado). One Way ANOVA - Newman-Keuls Multiple Comparison
Test p < 0,001 (») p< 0,01 (=) p <0,05 (x).
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6 DISCUSSAO

Alternativas terapéuticas que visam uma eficaz atuacdo tripanocida sé&o
caracterizadas como uma importante ferramenta, ndo sé no tratamento da fase aguda,
mas também na reducdo das manifestacdes cronicas da doenca de Chagas. Neste
contexto, o presente trabalho visou avaliar a atividade terapéutica dos derivados de
vitamina K.

Foi avaliada a capacidade de inibicdo de diferentes formas do T. cruzi, bem
como sua viabilidade e proliferacdo com o uso destes compostos (K1 e K3) sobre
diferentes cepas. Para tal, os experimentos foram realizados com as cepas Colombiana
ev.

A escolha destas cepas foi baseada em analise de literatura por diferentes
estudos. Alguns autores afirmam que a maior resisténcia de algumas cepas como a
colombiana, deve ocorrer devido as caracteristicas presentes na estrutura da
membrana plasmatica, por apresentarem uma familia de proteinas de superficie celular
como as mucinas transialidades (TODESCHINI, et al, 2009; BORGES et al 2009).

Martinez-Dias e colaboradores (2001), por outro lado, afirmam que a cepa Y é
uma boa indicadora para a triagem primaria de novos agentes tripanocidas, uma vez
gue apresenta uma viruléncia menor em relacdo a outras cepas e biodemas do
parasito, viabilizando, com isso, a seguranga e utilizagdo em experimentagao.

Para a avaliacdo da inibicdo de viabilidade de T. cruzi, foi calculado o ICsy para
0S respectivos compostos, nas diferentes cepas e formas do parasito (Tab. 1). O
parametro (ICso) representa a poténcia de uma droga, ou seja, a concentragdo capaz de
inibir 50% de parasitos em determinado meio. Isto se traduz em uma maior atividade de
uma substancia quanto menor sua concentracdo capaz de inibir ou matar um parasito,
exercendo, portanto, uma ac¢éao tripanocida.

Nos testes de inibicdo do crescimento e proliferacdo do parasito por K1 e K3 foi
observado maior efeito da K3 quando comparada a droga de referéncia, o
benzonidazol, ou seja, um menor indice ICso em relacdo a droga de referéncia em
ambas as cepas e em diferentes formas do T. cruzi (Tab. 1). Estes resultados, portanto,

corroboram com dados de Kubata e colaboradores (2002), onde afirmam que derivados



53

de naftoquinonas exercem uma importante acdo tripanocida através da geracdo de
radicais livres, promovendo uma degeneracao do parasito.

De acordo com Da Silva e colaboradores (2008), outros derivados de
naftoquinonas tais como: 1,2,3 derivados triazol de B-Lapachol também apresentaram
um potencial inibitério, com ICso de 17,3 (x 2.0) uM para formas tripomastigotas do T.
cruzi em cepa Y, enquanto a K3 testada neste estudo, apresentou um melhor resultado
para esta mesma cepa e forma do parasito, com indice de ICs de 2,19 (x 0,02) uM
(Tab. 1).

A K1 apresentou um menor potencial inibitorio do T. cruzi em relagdo a droga de
referéncia. Entretanto, seus valores ainda sao importantes quando comparados aos
compostos de acéao tripanocida, tais como, o0 extrato metandlico da casca do caule de
C. cajucara (MCC), aos terpenos isolados de &acido acetil aleuritolic (AAA) e trans-
desidrocrotonina (t-doenga de ChagasTN), que apresentam ICsy respectivamente de:
49,56 (+ 5,6); 598,6 (+ 80,9); e 187,2 (x18,1) pg/mL para formas tripomastigotas da
cepa Y (CAMPOS et al, 2010). O resultado do presente estudo, para a mesma forma e
cepa do parasito demonstrou valores de 12,42 +0,4450 ug/mL para K1 e 0,3772 %
0,0046 pg/mL para K3 (respectivamente valores de: 27,55 + 0,98 e 2,19 £ 0,02 uM)
(Tab. 1).

Os valores de ICsy obtidos neste estudo para K1 e K3 também foram mais
significativos quando comparados com outras substancias e moléculas com acéo
tripanocida descritas na literatura. Em estudo desenvolvido por Cabarello e
colaboradores (2011), a molécula 5-metil-1,2,4-triazol [1,5-a] pyrimidina-7(4H) ou
(HmtpO) e HMtpO ligado a metal apresentou ICso de 49,0 uM e 27,3 a 31,2 uM
respectivamente, para formas epimastigotas do T. cruzi de linhagem Maracay
(Venezuela). No presente estudo foram obtidos valores que oscilam de 2,57 a 5,83 uM
para K3 e 19,28 a 15,02 para K1 para a forma epimastigota do T. cruzi nas cepas Y e
Colombiana respectivamente (Tab. 1), confirmando, portanto, a significancia dos
resultados obtidos.

Corroborando com estes resultados das vitaminas K1 e K3, que apresentam em
sua constituicdo molecular, a estrutura de naftoquinona, Salas e colaboradores (2008),
também demonstraram que as naftoquinonas naturais como o Lapachol e B-Lapachone
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apresentaram efetiva acao tripanocida.

As naftoquinonas, por serem lipofilicas devido a presenca de grupo metoxila e
cadeias alifaticas, possibilitam uma melhor penetracdo através da membrana
plasmatica do parasito (K. C. G. DE MOURA, 2008, apud CASTRO, 2011), o que pode
ter contribuido para o efeito sobre o T. cruzi.

Diversos estudos na literatura apontam que derivados de naftoquinonas podem
atuar como inibidores da TR (SALMON-CHEMIN, 2000; CASTRO e TOMAS, 2008;
CASTRO et al, 2011). A andlise do efeito tripanocida dos compostos pode ser
corroborada por uma possivel similaridade estrutural de K1 e K3 para o mesmo ligante
da TR, como demonstrado segundo banco de dados de moléculas (KEISER, 2007),
disponivel no site do SEA (http://sea.bkslab.org/search/). Este dado sugere um possivel
mecanismo de acdo da K1 e K3 sobre ligantes da TR do T. cruzi.

Caricchio e colaboradores (1999), também sugeriram que um dos possiveis
mecanismos de acdo da K3 poderia ocorrer através da inducdo do estresse oxidativo,
levando a apoptose por um provavel mecanismo de ativacdo do Fas/Fas ligante. A K3
leva a uma ativacao do ciclo redox e a geracédo de intermediarios reativos do oxigénio,
causando um dano oxidativo. Além disso, intermediarios reativos do oxigénio podem
ativar o NF-kB, um importante fator de transcricdo nuclear, promovendo a transcricao
de genes associados a proteinas envolvidas na morte celular (CARICCHIO et al, 1999).

Em outra etapa deste estudo foi realizado o ensaio de citotoxicidade, no qual foi
demonstrada uma maior agdo citotoxica da K3 em relacdo a K1 (Tab. 2). Desta forma,
futuros estudos podem sugerir alteracdes estruturais e moleculares da K3 com o
objetivo de reduzir a sua citotoxicidade, potencializando, assim, seu efeito tripanocida in
vitro.

Contrapondo com estes dados, estudos realizados por Checker e colaboradores
(2011), demostraram que a K3 parece ndo induzir citotoxicidade em linfécitos néo
estimulados em concentragbes de até 10 uM, neste mesmo estudo, a K3 ndo induziu
morte celular dos linfocitos.

Os compostos K1 e K3 apresentaram maior citotoxicidade quando comparado a
outros compostos com acéao tripanocidas, descritos em literatura. Em estudo de Bacerra

e colaboradores (2012), o composto N-benzenesulfonylbenzotriazole (BSBZT),
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apresentou LCso de 28.40 pg/mL (106.79 pM) enquanto que o LCso para K1 e K3 foram
respectivamente: 76,52 e 5,28 uyM (Tab. 2). Contudo, no presente estudo, quando foi
comparado com o ICso do composto BSBZT, observou-se que a K1 e K3 apresentaram
valores mais significativos de inibicdo das diferentes formas do T cruzi.

Para epimastigotas em periodo de incubagdo de 72h, o composto descrito
(BSBZT), apresentou ICso de 21.56ug/mL (81.07uM). Os indices de K3, no entanto,
obtido neste estudo para formas epimastigotas incubadas em 24 foram de 2,57 uM para
cepaY e 5,83 uyM para Colombiana, o que demostra uma maior a poténcia do composto
K3.

A partir dos dados de ICso e citotoxicidade (LCso), € possivel determinar a
seletividade de uma droga, uma vez que esta seletividade pode ser calculada entre a
razdo da LCsg pela ICsp, O indice de seletividade (IS) ideal para uma droga teste deve
ser acima de 3 (IS>3) (PRAYONG et al, 2008). Nos resultados deste estudo foi possivel
obter indices varidveis em torno de 1,17 a 2,77 (Tab. 2). Uma possivel reducdo da
citotoxicidade da K3 poderia elevar o indice de seletividade, aumentando assim, o
potencial efeito tripanocida.

Diversas pesquisas de drogas com acédo tripanocida utilizam o modelo de
infeccdo de macréfagos, com o objetivo de avaliar a eficacia de certas drogas na
inibicAo da infeccdo pelas formas tripomastigotas e da proliferacdo de formas
amastigotas do T. cruzi, com o intuito de determinar a atuacdo de uma droga sobre
diferentes formas do parasito presente no hospedeiro definitivo (BOUTALEB-CHARKI,
20009).

No presente estudo foi possivel evidenciar que a K3, em concentracdo de 21,4
MM, reduziu de forma mais significativa o nimero de macréfagos infectados, bem como
0 numero de amastigotas por célula do que o benzonidazol, em maior concentracéo
(38,4 uM).

A K3, também apresentou um indice de inibicdo de formas amastigotas de 4,90 a
7,58 UM. A curva da relagdo tratamento K3 versus niamero de macréfagos infectados e
amastigotas por macréfago apresentou-se de forma concentracdo-dependente, ou seja,
em maior concentracdo, ha um maior percentual de inibicdo de células infectadas. Este

resultado corrobora com trabalho apresentado por Castro e colaboradores (2011),
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demonstrando que o tratamento de macréfagos murinos infectados e tratados com
derivados de naftoquinonas, também ocasiona uma reducédo de forma concentracao-
dependente no percentual de infeccéo in vitro.

Alguns autores demostraram também que a inibicdo do parasito pelas
naftoquinonas como a B-lapachona pode estar associada a possiveis alteracbes
ultraestruturais ocasionadas no parasito, devido ao aumento da formacéo de peroxido
de hidrogénio, o que resulta em uma maior susceptibilidade a acdo das drogas sobre
organelas, como as mitocondrias (CASTRO, 2011).

Segundo Vannier-Santos e colaboradores (2009), a microscopia eletronica
permite indicar os compartimentos intracelulares alterados, mecanismos, vias de
interacdo metabdlicas e alvos presumiveis bem como os efeitos toxicos gerais na
atuacao de uma droga.

Neste trabalho foi evidenciada, em tripomastigotas tratados, uma frequéncia alta
de células com cinetoplastos alterados, apresentando um caracteristico
intumescimento, assim como foi observado por Menna-Barreto e colaboradores (2007),
em estudo de outros compostos com acao tripanocida. Outras alteracdes também foram
evidenciadas como: presenca de bolhas na membrana plasmatica, bem como
fragmentagcao do cDNA.

Segundo Menna-Barreto e colaboradores (2007), derivados de naftoquinonas
ocasionam geralmente um inchaco na mitocondria do parasito, o que também foi
evidenciado neste estudo. Danos morfolégicos induzidos podem ser evidentes em
mitocondria, complexo de golgi e reservossomos (MENNA-BARRETO, et al, 2005).

Andlises ultraestruturais deste estudo também revelaram a presenca de um
intumescimento mitocondrial, protrusées na membrana, presenca de estruturas
semelhantes a autofagossomos e figuras de mielina, o que pode indicar uma
associagdo e formacao de varios mecanismos de lesdo no parasito tratado, resultando
em mecanismo de morte celular (VANNIER-SANTOS, et al, 2009).

Outros trabalhos descritos relatam mecanismos semelhantes de atuacdo de
outras naftoquinonas sobre o cinetoplasto. Neste trabalho, observou-se um
intumescimento do cinetoplasto. Dados da literatura sugerem mecanismos associados

ao estresse oxidativo gerado por um possivel de bloqueio da acdo da TR. Contudo, o
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presente estudo ainda necessitaria de ensaios enzimaticos sobre a TR para comprovar
este mecanismo de acdo (MENNA-BARRETO, et al, 2005; VANNIER-SANTOS, et al,
20009).

Soeiro e colaboradores (2011), afirmam que a inibicdo do succinato citocromo c,
seria um dos mecanismos responsaveis por bloquear o ciclo celular, inibindo e
induzindo o dano em organelas como: mitocondria, reservossomos e complexo de Golgi
para formas epimastigotas do T. cruzi. Menna-Barreto e colaboradores (2007), também
afirmam que derivados de naftoquinonas como a B-lapachona, podem ocasionar
alteragcOes nestas mesmas organelas do parasito.

Segundo Vannier-Santos e colaboradores 2009, células submetidas a um
estresse oxidativo, resultam em um mau funcionamento mitocondrial, ocasionando uma
maior producdo de radicais intermediarios de oxigénio e ativando a eliminacdo de
organelas por autofagia. O acumulo de espécies reativas de oxigénio pode alterar e
comprometer as organelas do parasito, dentre elas, a mitocbndria, ocasionando um
intumescimento. A morte celular, por sua vez, pode estar relacionada a ativacao de
proteinas quinases associadas (DAPK), inferindo que diferentes mecanismos de morte
podem ser ativados simultaneamente (VANNIER —SANTOS, et al, 2009).

Estes dados corroboram com os resultados obtidos neste estudo, no qual o
estresse oxidativo seria o principal mecanismo de atuacédo da K1 e K3, induzindo uma
degeneracéo do parasito principalmente por alteracdes no cinetoplasto.

A descontinuidade da membrana plasmatica observada na avaliacdo por MEV,
também pode ser indicativo de lesdo por estresse oxidativo. Alteracdes em membrana
plasmatica do parasito também podem ser evidentes, como contor¢do do citoplasma e
corpo celular, o que resulta em um encolhimento celular devido a uma possivel
desestruturacdo dos microtubulos subpeliculares, sugerindo também, a perda
citoplasmatica ou a desorganizacdo do citoesqueleto. Foi observado também a
condensacdo da cromatina do nucleo, o que segundo VANNIER-SANTOS e
colaboradores (2009), pode ocorrer devido a inibicdo da topoisomerase II.

E possivel perceber que as lesbes ao nivel celular podem ser resultados de
diversos estimulos. Estes estudos morfoloégicos demonstram uma necessidade de

investigagdes bioquimicas, enzimaticas ou/e imunoldgicas e mecanismos de sinalizagédo
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mais aprofundadas no intuito de ratificar estas alteracbes observadas em nivel
ultraetrutural.

Para confirmar as possiveis alteracfes in vitro ocasionadas no parasito pelos
compostos testados, foi avaliado o efeito das drogas em modelos experimentais.

Para a avaliagdo do experimento in vivo com a K1, foi proposto uma dose de 50
mg/kg IP (OGAWA et al, 2007) durante 15 dia, 0 que acarretou um evidente aumento na
parasitemia, mais significativo entre o 30° e 33° dias pos-infeccao (Fig. 16) e maior
mortalidade do grupo tratado (Fig. 17).

Sabe-se que K1 é substancia segura. Segundo dados de literatura (GOODMAN
E GILMAN’S, 2001; IARC MONOGRAPHS - VITAMIN K, 2010), ndo é considerada
toxica em animais e € utilizada como farmaco pro-coagulante no tratamento clinico,
inclusive em pacientes pediatricos. Dados publicados no PubMed Pubchemical (NCBI —
Pub chem Compound, 2011), descreveram uma dose letal (LDsp) para a K1 em
camundongos de 25.000 mg/Kg V.O. e 6.570 mg/Kg IP. Considera-se a LDsgcomo dose
letal mediana de uma droga, ou dose letal para 50% da populacdo testada. Quanto
maior a dose letal, menos toxica é esta droga (VON ARDENNE, 1967).

Desta forma, a dose de 50 mg/Kg utilizada neste experimento é inferior a dose
letal descrita por ensaios em literatura, 0 que sugere entdo que a dose nao foi
responsavel pela alta mortalidade.

Possivelmente, outros mecanismos, como talvez a imunossupressao, estariam
envolvidos nesta alta parasitemia observada no experimento com K1, dados que
favorecem a necessidade de estudos complementares posteriores.

Soeiro e colaboradores (2011), afirmam que nem sempre h& uma correlacdo
direta entre o efeito in vitro e os efeitos clinicamente relevantes em estudos
experimentais in vivo. A atividade de uma droga no organismo pode sofrer influéncia de
enzimas ou mecanismos de primeira passagem hepéatica, bem como sua bio-
transformacdo como um pré-farmaco, ou seja, exercer sua atuacdo efetiva apenas
guando interage com o sistema biologico (GOODMAN e GILMAN'’S, 2001). Portanto,
apesar dos testes de inibicdo do parasito in vitro serem promissores, outros
mecanismos podem estar envolvidos na atuagao in vivo.

No que se refere ao experimento com a K3, foi proposto uma dose mais
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reduzida, devido sua citotoxicidade. Os ensaios in vivo foram realizados a fim de
investigar o potencial tripanocida como demonstrado in vitro. Percebeu-se que houve
uma reducdo na parasitemia durante o tratamento destes animais infectados (Fig. 18),
sem ocorréncia de diferenca de mortalidade entre os grupos. Para a K3, a literatura
descreve que o LDsg é de 500 mg/kg (PubMed- ChemIDplus Advanced, 2011), portanto,
foi utilizada uma dose abaixo da dose letal, com 25 mg/kg por 4 dias, em uma dose total
de 100 mg/kg. Nao foi evidenciado possiveis sinais de toxicidade nos animais tratados
em fase aguda com K3.

E possivel perceber, portanto, que a formulagcio e a busca de quimioterapicos
tripanocidas sédo bastante complexas, seus mecanismos ocorrem ndo so por acao direta
da droga no parasito, mas também a suas possiveis interacdes no organismo in vivo.
Neste contexto, as perspectivas futuras para o0s ensaios de drogas com acao
tripanocida apontam para a associacdo de terapias combinadas, com o objetivo de
associar diferentes compostos que atuam sobre alvos distintos do T. cruzi.

Percebe-se que o potencial tripanocida da vitamina K pode ser potencializado
propondo-se alteracbes destes compostos com 0 objetivo de propor aprimoramentos
estruturais moleculares para reduzir a citotoxicidade e potencializar a acado da K1 e K3.
Ensaios futuros deste estudo pretende avaliar e desenvolver curva concentragéo-
resposta para K3, bem como avaliacdo de ensaios toxicolégicos.

Estes estudos confirmam a necessidade de pesquisas constantes na busca de
uma quimioterapia tripanocida eficaz, sem, ou com efeitos colaterais toleraveis. Os
derivados de naftoquinonas, dentre eles, as vitaminas K, apresentam-se como uma
importante ferramenta para o desenvolvimento de novos tratamentos da doenca de
Chagas. Busca-se um aprimoramento continuo para a melhor eficacia destes
compostos, com o0 objetivo de promover alternativas de tratamento na fase aguda, ou
evitar a progressao para a forma sintomética da fase crénica na doenca de Chagas, em
geral, debilitante e de curso fatal.

Os resultados demonstram o efeito anti-T. cruzi das moléculas testadas e
sugerem que estas possam servir de base para o desenho de novos compostos

candidatos a farmacos para o tratamento da doenca de Chagas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste estudo € possivel inferir que:

v Dentre as formas de vitamina K testadas, K3 apresentou a melhor concentracao
inibitéria (ICso de 2,19 uM) para formas tripomastigotas em cepa Y em relacdo a droga

de referéncia, o benzonidazol.

4 Na avaliacdo da citotoxicidade, a K3 apresentou-se maior potencial citotoxico,

em relacao a K1.

v Foi observado que, apesar da citotoxidade apresentada a K3, ha uma maior
seletividade do compostos ao parasito do que a célula de mamifero, porque os valores
de inibicdo (ICsp) para as formas tripomastigotas e epimastigotas do T. cruzi, sdo
menores do que a citotoxicidade (LCsp). Os indices de seletividade, portanto, sao

maiores que 1.

4 Dentre as duas formas de vitamina K avaliadas, a K3, foi a que demonstrou

melhor efeito tripanocida tanto nos ensaios in vitro como in vivo.

v K1 exerceu baixo efeito tripanocida in vitro e n&o reduziu a parasitemia em

modelos in vivo.
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