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RESUMO

A doenca de Chagas € uma doenca tropical negligenciada, cujo o agente etiol6gico
€ o0 Trypanosoma cruzi, e € um grande problema de salude publica na América
Latina afetando aproximadamente 18 milhdes de individuos e cerca de 60 milhdes
vivem sob risco de contaminacao. A terapia disponivel para esta doenca baseia-se
em dois farmacos, Nifurtimox e Benznidazol, que apresentam efeitos secundarios
graves, incluindo resisténcia, ineficiéncia na fase cronica da doenga, efeitos
citotoxicos graves e eficacia variavel. Portanto, é urgente e essencial o
desenvolvimento de novas terapias. Os metalocomplexos sdo compostos com
ndcleo metalico que podem ser coordenados a ligantes organicos potencializando
sua atividade. Os metais de transicdo oferecem vantagens quando comparados a
outros farmacos comuns baseados em compostos organicos, pois 0Ss metais
possuem diferentes possibilidades de coordenacéo e geometria com o ligante de
interesse, que € o farmaco, e também com as moléculas biolégicas. Os
metalocomplexos podem ser uma alternativa interessante para a terapia
antiparasitaria, pois ja se mostraram ativos contra Leishmania spp., Toxoplasma
gondii e Trypanosoma cruzi. Neste trabalho, avaliamos o efeito in vitro de dois
metalocomplexos sobre o crescimento de epimastigotas de T. cruzi (cepa Y). Os
parasitos foram tratados com os compostos em concentragdes que variaram de 1
a 100 nM e seu crescimento apds tratamento foi quantificado. O composto |
apresentou um valor ICso de 97.71 nM e 147.53 nM, apds 3 e 5 dias de tratamento,
respectivamente. O composto Il apresentou um valor ICso de 122.76 nM e 104.17
nM para os mesmos tempos de tratamento. Analise ultraestrutural dos parasitos
apos o tratamento com 0s compostos mostrou que as mitocdndrias do parasito
apresentam alteracdes em suas cristas, com inchaco e disposi¢cdo anormal em
torno do cinetoplasto, além de lesGes nos reservossomos e formacédo de cristais
em seu interior. Além disso, o tratamento com ambos 0s compostos causou perda
no potencial de membrana mitocondrial de até 66% dos parasitos. Estes compostos
foram ativos contra epimastigotas de T. cruzi apresentando valores de ICso na faixa
de nanomolar e afetando as mitocbndrias e 0s reservossomos, organelas
essenciais para a sobrevivéncia do parasito.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Metalocomplexos. Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT

Chagas disease is a neglected tropical disease whose etiological agent is
Trypanosoma cruzi and is a major public health problem in Latin America affecting
approximately 18 million individuals and about 60 million live at risk of
contamination. The available therapy for this disease is based on two drugs,
Nifurtimox and Benznidazole, that exhibit severe side effects, including resistance,
inefficiency in the chronic phase of the disease, severe cytotoxic effects and variable
efficacy. Therefore, the development of new therapies is urgent and essential. The
metallocomplexes are compounds with metal nuclei that can be coordinated to
organic ligands potentializing their activity. Transition metals offer more advantages
when compared to other ordinary drugs based on organic compounds, because the
metals have different possibilities of coordination and geometry with the ligand of
interest, which is the drug and also with the biological molecules. Metallocomplexes
may be an interesting alternative for antiparasitic therapy, since they have already
been active against Leishmania spp., Toxoplasma gondii and Trypanosoma cruzi.
In this work, we evaluated the in vitro effect of two metalcomplexes on the growth
of T. cruzi epimastigotes (strain Y). The parasites were treated with the compounds
at concentrations ranging from 1 to 100 nM and their growth after treatment was
quantified. Compound | had an ICso value of 97.71 nM and 147.53 nM, after 3 and
5 days of treatment, respectively. Compound Il showed an ICso value of 122.76 nM
and 104.17 nM for the same treatment times. Ultrastructural analysis of the
parasites after treatment with the compounds showed that the mitochondria of the
parasite present alterations in their crests, with abnormal swelling and disposition
around the kinetoplast, in addition to lesions in the reservosomes and formation of
crystals in their interior. In addition, treatment with both compounds caused loss of
mitochondrial membrane potential of up to 66% of parasites. These compounds
were active against T. cruzi epimastigotes presenting ICso values in the nanomolar
range and affecting mitochondria and reservosomes, essential organelles for the
survival of the parasite.

Keywords: Chagas disease; Metalocomplexes;Trypanosoma cruzi.
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1. INTRODUCAO

Protozoarios da familia Trypanosomatidae s@o agentes causadores de
doencas parasitarias que tém uma incidéncia elevada e representam um impacto
econdmico negativo nos paises em desenvolvimento. A Leishmaniose, por
exemplo, causada por varias espécies de Leishmania, afeta dezesseis milhdes de
pessoas na Africa, Asia, partes da Europa e América Latina. A doenca do sono,
causada pelo Trypanosoma brucei, acomete cerca de trés milhdes de pessoas na
Africa. Em relacéo a Doenca de Chagas (DC), causada pelo protozodario parasito
Trypanosoma cruzi, estima-se que dezesseis e dezoito milhdes de pessoas estejam
infectadas pelo parasito e mais de sessenta milhdes corram risco de infecgéo
(WHO, 2015). No passado, a DC era restrita principalmente a paises nao
desenvolvidos de clima tropical, como os da América do Sul. Atualmente a doenca
acomete também paises desenvolvidos como Estados Unidos e Canada, devido a
globalizag&o e as diversas formas de transmissao (WHO, 2010).

A principal forma de transmisséo é a vetorial, através de insetos triatomineos
hematofagos como a espécie Rhodnius prolixus, que inclui o inseto conhecido
popularmente como barbeiro, sendo este o vetor do T. cruzi. Outros mecanismos
de transmissdo possiveis sdo: transfusdo de sangue oriunda de um doador

contaminado e transmisséo vertical (NUNES et al., 2013).

A DC apresenta duas fases: a aguda (fase inicial) e a crénica. A maioria dos
casos na fase aguda sdo assintomaticos, e quando os pacientes apresentam
sintomas, estes sdo: aumento no tamanho do figado, edema subcutaneo (como o
sinal de Romaa) e, em casos de transmisséo via vetor, sdo observados sinais da
picada no local de entrada do parasito (TEIXEIRA et al., 2006). Existem diferentes
categorias de fase crbnica desta doenca, que s&o: indeterminada (sem
manifestagbes clinicas), cardiaca (com manifestacdo de cardiomiopatia,
insuficiéncia cardiaca, parada cardiaca), digestiva (provocando aumento no
tamanho do es6fago ou célon e consequente problema digestivo) e a combinacao

de sintomas da fase crbénica cardiaca e digestiva (CDC, 2015).

Atualmente, existem apenas dois farmacos para tratamento apenas na fase
aguda da DC, sendo estes Nifurtimox e Benznidazol. Ambos requerem
acompanhamento prolongado e extremamente cauteloso, pois conferem altos
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riscos e efeitos adversos aos pacientes. Para tratar a fase cronica ainda nao
existem opcdes especificas de farmacos. Com isto, a busca por novas alternativas
terapéuticas, que oferecam tratamento para ambas as fases, com riscos baixos de
efeitos colaterais, se faz necessaria (CHAMOND et al., 2002). Os metalocomplexos
vem se apresentando como uma promissora alternativa em terapias
antiparasitarias, e neste contexto, o projeto aqui descrito propde a avaliacdo do
efeito de compostos metalocomplexos sobre T. cruzi, a fim de destaca-los como
opcédo de desenvolvimento de novos farmacos contra a DC.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Doenca de Chagas

A DC foi descrita pela primeira vez pelo brasileiro Dr. Carlos Ribeiro Justiniano
Chagas, ha mais de 100 anos (CHAGAS, 1909) e recebeu este nome em
homenagem ao médico e pesquisador que a descreveu. Durante o projeto de
erradicacao da malaria em Minas Gerais, Chagas observara a existéncia de uma
doenca causada por um protozoario flagelado. Chagas primeiro detectou estes
protozoarios no intestino de insetos conhecidos como barbeiros. Pesquisando
possiveis hospedeiros vertebrados para este parasito, encontrou Berenice, uma
crianca de dois anos que se tornou o primeiro caso registrado de infecgcdo aguda
causada por este protozoario flagelado em humanos. O parasito recebeu o nome,
Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz, cientista pioneiro em
medicina experimental no Brasil (RASSI JUNIOR et al., 2010).

A DC é também conhecida como a tripanossomiase americana, sendo uma
doenca potencialmente fatal. A principal forma de transmisséo da doenca é através
do inseto vetor hematofago, conhecido como barbeiro. Estes insetos geralmente
habitam rachaduras de paredes de casas de barro ou de madeira em areas rurais
ou suburbanas. O vetor normalmente se esconde durante o dia e se tornam ativos
a noite, quando vao a busca de alimentos como o sangue humano. Eles costumam
picar uma area exposta da pele, como a face, e no momento do repasto sanguineo,
defecam em area préxima a da picada. Os parasitos entram no organismo quando
a pessoa instintivamente coc¢a o local da picada, ferindo a derme e assim
espalhando as fezes no local da picada, podendo o parasito também alcancar os
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olhos, a boca ou qualquer outra parte com rupturas ou pequenas lesdes na pele
(TONG et al., 1998; COURA, 2007).

2.2.Classificacao taxonémica

O T. cruzi pertence ao reino Protista, filo Euglenozoa, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastidiae, familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum, espécie Trypanosoma cruzi. O inseto
vetor da doenga, pertence ao reino Animalia, filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Hemiptera, familia Reduviidae, géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius
(NEVES, 2005).

O género Trypanosoma é um dos mais importantes dentro da familia
Trypanosomatidae, por albergar espécies de importancia etiolégica, uma vez que
provocam diversas doencas tanto em humanos quanto em outros animais. Entre 0s
parasitos deste género esta o T. cruzi, T. brucei rhodesiense (causador da doenca
do sono da Africa oriental), T. brucei gambiensis (agente etiologico da doenca do
sono da Africa ocidental), T. equinum (causador do mal das cadeiras em equinos),

T. equiperdum (Durina - Equinos e asininos), entre outros (BRENNER et al., 2000).

2.3.Ciclo Bioldgico

O ciclo biolégico do T. cruzi € do tipo heteroxeno, em que o parasito realiza
multiplicacdo intracelular, no hospedeiro vertebrado (homem e mamiferos), e
extracelular, no inseto vetor (triatomineos). Entre os tripanosomatideos, o T. cruzi
apresenta um dos ciclos de vida mais complexos, que envolve varios estagios de
desenvolvimento do parasito encontrados nos hospedeiros invertebrados e nos
vertebrados (NEVES, 2005) (Figura 1).

O ciclo se inicia quando o inseto da familia Reduviidae suga o sangue de
vertebrados infectados com formas tripomastigotas que circulam na corrente
sanguinea, e sao por isso conhecidos como tripomastigotas sanguineos. Uma vez
ingerido o0 sangue, o0s tripomastigotas sédo lisados no estbmago do inseto (CASTRO
et al., 2007). Apds poucos dias, os tripomastigotas sobreviventes transformam-se
em epimastigotas e migram para o intestino, onde se dividem intensamente e

aderem as membranas perimicrovilares, que sao secretadas por células do
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intestino médio posterior do inseto (ALVES et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2007).
Esta etapa € importante para desencadear o processo de transformacdo dos
epimastigotas, ndo-infectivos, em tripomastigotas metaciclicos, que séo altamente
infectivos. O processo de adesdo de epimastigotas a membrana perimicrovilar
envolve a participacdo de glicoconjugados expostos a superficie, e proteinas
encontradas na membrana perimicrovilar parecem estar envolvidas nesse processo
(ALVES et al., 2007). Ap6s a metaciclogénese, os tripomastigotas metaciclicos
permanecem na ampola retal até que ocorra um novo repasto sanguineo, momento
em gue essas formas serao liberadas junto com as fezes do inseto (GARCIA et al.,
2007).

Os tripomastigotas metaciclicos infectam varias espécies de mamiferos,
incluindo humanos. Normalmente, a infeccdo de mamiferos ocorre no momento do
repasto sanguineo do inseto, e os tripomastigotas liberados nas fezes tem acesso
ao organismo do hospedeiro vertebrado ao penetrar na pele lesionada ou via
mucosas e invadem as células no local da picada como fibroblastos, macroéfagos e
células epiteliais. Dentro da célula hospedeira, os tripomastigotas metaciclicos sao
inicialmente envolvidos por um vacuolo endocitico conhecido como o vacuolo
parasitoforo, mas logo conseguem escapar para o citosol, onde se diferenciam em
formas amastigotas, de modo que as formas amastigotas no citosol entram em
contato direto com as organelas das células hospedeiras. Apds varias divisbes
celulares, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineos, que
rompem a célula hospedeira e séo liberados para o meio extracelular, alcangando
novos tecidos através da corrente sanguinea e livres podem ser ingeridos por um
triatomineo novamente durante um novo repasto sanguineo completando assim o
ciclo do T. cruzi (CARVALHO & DE SOUZA, 1989).
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Figura 1 - Ciclo de vida de T. cruzi. Demonstra-se as diferentes formas de protozoario nos
invertebrados (triatomineos) e nos vertebrados (mamiferos) hospedeiros. A figura mostra
tripomastigotas metaciclicos ganhando o organismo do hospedeiro através do repasto sanguineo
do inseto vetor (1), e posteriormente tripomastigotas metaciclicos penetrando diferentes células e
se diferenciando em amastigotas (2). As amastigotas se multiplicam (3) e se diferenciam em
tripomastigotas sanguineos rompendo as células (4). Um novo inseto vetor faz o repasto sanguineo
e com isso ingerem formas tripomastigotas sanguineos (5), e posteriormente se diferenciam em
epimastigotas (6). Epimastigotas se multiplicam (7) e se diferenciam novamente em tripomastigotas

metaciclicos (8), completando o ciclo. (Reproduzida a partir da homepage do Center for Diseases

Control)

2.4.Meios de transmisséo e sintomatologia

Além da transmissao pelo inseto vetor, outros importantes mecanismos de
transmissao devem ser considerados, como a transfuséo de sangue, transmissao

vertical e através de transplante de orgaos. Atualmente estes mecanismos séo



muito menos frequentes devido a programas de controle de vetores e maior
seguranca biolégica em processos de doacao de sangue. O T. cruzi pode também
ser transmitido, em menores ocorréncias, atraves do consumo de alimentos
contaminados pelas fezes do barbeiro e acidentes laboratoriais (DIAS et al., 2008).
No entanto, mostrou-se que o parasito pode ser transmitido por via oral (YOSHIDA,
2009), ocasionada principalmente pela ingestdo de caldo de cana, acai e palmito

de acaizeiro contaminados e néo pasteurizados (NOBREGA et al., 2009).

O T. cruzi induz uma infeccéo aguda que dura menos de 90 dias, com elevada
parasitemia no sangue e sintomas geralmente brandos ou ndo especificos, o que
faz com que o diagnéstico muitas vezes seja falho. No entanto, em alguns casos,
a fase aguda pode ser fatal, ou ainda levar a quadros de miocardite e
meningoencefalite (BERN et al., 2008). No local da entrada do parasito pode haver
formacdo de uma leséo inflamatdria, conhecida como Chagoma de inoculacdo. Se
o local da infeccdo for a mucosa ocular, o chagoma é chamado de Sinal de
Romafia, um edema unilateral e bipalpebral. Dentro das células do organismo
hospedeiro, o parasito comeca a se multiplicar em ciclos assincrénicos,
promovendo destruicdo tecidual. Em muitos individuos a fase aguda apresenta
sintomas bem discretos. No entanto, quando ha manifestacdes, estas ocorrem em
um periodo de 7 a 14 dias e incluem febre, hepatoesplengomegalia, nauseas,
vomito, diarreia, anorexia, irritacdo da meninge e conjuntivite. Um pequeno numero
de pacientes desenvolve miocardite, podendo apresentar taquicardia,
cardiomegalia e faléncia cardiaca. A fase aguda é seguida por uma fase crénica na
qual a parasitemia diminui, atingindo niveis baixos que impedem a deteccédo do

parasito por exames de sangue direto (TANOWITZ et al., 1992).

Na fase cronica da doenca, os parasitos estdo alojados principalmente no
coracdo e musculo liso do sistema digestivo. Até 30% dos pacientes sofrem de
distarbios cardiacos e até 10% sofrem de problemas no sistema digestivo
(tipicamente alargamento do es6fago ou do célon), ou alteragbes neuroldgicas
mistas. Nos anos posteriores a infec¢éo, pode ocorrer morte subita ou insuficiéncia
cardiaca causada por destruicao progressiva do musculo cardiaco e do seu sistema
nervoso periférico (COURA, 2007).



2.5.Epidemiologia

A DC ocorre principalmente nos paises da América Latina, América Central e
em partes da Ameérica do Norte, sendo causa de muitos casos de morbidade e
mortalidade nestes paises. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de
Saude, aproximadamente oito milhdes de pessoas estado cronicamente infectadas
com T. cruzi e cerca de 10000 — 14000 mortes por ano sdo causadas por DC
(Revisto por RASSI JUNIOR et al., 2012). Nas areas endémicas, a doenga acomete
mais frequentemente individuos residentes em areas rurais devido a coabitacdo
entre insetos vetores infectados, animais domésticos e o préprio homem (DIAS,
2007).

A doenca é encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises da
Ameérica Latina, incluindo o Brasil. No entanto, nas ultimas décadas, tem sido cada
vez mais detectados casos da doenca nos Estados Unidos da América, Canada,
em muitos paises europeus e alguns paises do Pacifico Ocidental. Isto pode ser
facilitado principalmente devido a mobilidade da populacdo entre a América Latina
e 0s outros paises (WHO, 2015).

Em paises anteriormente considerados livres da doenca, tais como o Japao e
a Austrdlia, sdo cada vez mais encontrados novos casos (Figura 2). Em 2006, o
Brasil foi certificado pela OMS como uma area livre de DC em relacdo a transmisséo
vetorial por Triatoma infestans (RASSI JUNIOR, 2010; SILVEIRA & DIAS, 2011), e
embora a prevaléncia da DC tenha diminuido nas ultimas décadas, dados recentes
mostram que no Brasil, cerca de 2,4% ou 4,6 milhGes de brasileiros estejam
infectados pelo T. cruzi (MARTINS-MELO et al., 2014).



Distribuicdo global de casos de DC, com base em estimativas oficiais, 2006-2010
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Figura 2 - Distribuicéo global de casos de DC. A propagacéo da DC ao longo de diferentes
paises anteriormente considerados livres da doencga é problemética devido & presenca de vetores

nativos que podem propiciar a transmissao de infeccdo. (Adaptado de WHO — 2013).

2.6.Estratégias atuais de tratamento contra doenca de Chagas

Atualmente, o tratamento utilizado € mais sintomatico do que voltado para a
eliminacao total dos parasitos no organismo do hospedeiro. Assim, do ponto de
vista sintomatico, procura-se amenizar as diversas manifestacbes da doenca,
através da administracdo de diuréticos para o tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva. Do ponto de vista etiologico, o Nifurtimox (Lampit®, Bayer) e
Benznidazol (Rochagan®, Roche) sdo os farmacos indicados ha mais de trés
décadas (DIAS & SCHOFIELD, 1999) (Figura 3). Entretanto, esses farmacos sao
ativos somente na fase aguda da doenca, e o Nifurtimox ndo é mais comercializado
no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai. No Brasil, o benznidazol é produzido pelo
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (Lafepe) (FAIRLAMB, 1999;
SCHOFIELD et al., 2006).

O Nifurtimox (Nif, 3-metil-4-(5'-nitrofurfurilidenoamina) tetrahidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-dioxido) é um nitrofurano que foi desenvolvido pela Bayer em 1967 e
comercializado como Lampit®. Age reduzindo o grupamento nitro para gerar nitro-
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anions que posteriormente reagem com oxigénio molecular para produzir
superoéxido e peroxido de hidrogénio, responsaveis por provocar efeitos citotoxicos
as células (DOCAMPO & STOPPANI, 1979). Hoje, Nifurtimox é produzido pela
Bayer HealthCare na Corporacion Bonima em El Salvador.

O Benznidazol (Bz, N-benzil-2-nitroimidazol acetamida) € um nitroimidazol
que foi desenvolvido pela Roche em 1972 e foi anteriormente comercializado como
Rochagan® ou Radanil® (COURA & BORGES-PEREIRA, 2011). Assim como o
Nifurtimox, o principal efeito citotoxico do Benznidazol esta relacionado a atividade
enzimatica da reducao do grupamento nitro que resulta em radicais livres (VIOTTI
et al., 2009).
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Figura 3 — Estrutura quimica dos compostos Nifurtimox (A) e Benznidazol (B). (Retirado
de BOSCARDIN et al., 2009).
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O tratamento também é indicado para aqueles em que a infecc¢do foi reativada
devido a imunossupressdo. Para adultos infectados, especialmente em casos
assintomaticos, também deve ser oferecido o tratamento antiparasitario, pois pode
prevenir a progressao da doenca. Apesar dos beneficios potenciais da medicacéo
para prevenir ou retardar o desenvolvimento da DC deve se considerar a longa
duracdo do tratamento, de até 2 meses, e as possiveis reacdes adversas, que
ocorrem em até 40% dos pacientes tratados (MOREL, 1999).

Tanto o Benznidazol como o Nifurtimox provocam sérios efeitos colaterais
como hiporexia, perda de peso, nauseas, vomitos, alergia cutanea e neuropatia
periférica. Além disso, esses medicamentos apresentam baixa eficacia, uma vez
gue algumas cepas estudadas apresentam diferentes niveis de resisténcia para
esses farmacos (VERONESI, 1991; CINQUE et al.,1998; BUCKNER et al., 2001).



O Benznidazol e o Nifurtimox ndo devem ser utilizados para tratamento de
mulheres gravidas ou de pessoas com insuficiéncia renal ou hepatica. O Nifurtimox
também é contraindicado para pessoas com histérico de disturbios neuroldgicos ou
psiquiatricos (MONCAYO & ORTIZ YANINE, 2006).

Com base no conhecimento atual das caracteristicas biolégicas do parasito e
do hospedeiro, um farmaco ideal para tratar a DC deveria apresentar os seguintes
atributos: atividade contra as diferentes formas evolutivas do parasito presentes
nos hospedeiros mamiferos e nos diferentes reservatorios do parasito, necessidade
de administracdo oral de poucas doses, baixa toxicidade e um perfil de seguranca
melhorado (incluindo possibilidade de tratamento para criancas e mulheres em
idade reprodutiva), baixo custo e estabilidade adequada para manutencdo em
temperaturas tropicais e que apresente niveis elevados de acumulo nos tecidos e
com meia-vida longa (NWAKA & HUDSON, 2006).

2.7.Metalocomplexos

Os metais de transicdo oferecem mais vantagens quando comparados a
outros farmacos comuns baseados em compostos organicos. Estas vantagens se
devem ao fato de os metais possuirem diferentes possibilidades de coordenacéao e
geometria com o ligante de interesse, o farmaco, além de grande diversidade
estrutural (VAN RIJT & SADLER, 2009). Podem também apresentar diferentes
estados de oxidacdo, além de interagirem e se coordenarem comumente com
moléculas ricas em elétrons, como proteinas e DNA (ORVIG & ABRAMS, 1999).

A coordenacdo dos metais com os ligantes resulta em uma configuracao
tridimensional, onde a molécula pode reconhecer alvo molecular e realizar a
interacdo de forma mais estavel e especifica (FRICKER, 2007). Esta coordenacao
pode alterar as caracteristicas dos compostos utilizados, revertendo perfis de
resisténcia da célula-alvo ao composto utilizado. Esta reversdo do perfil de
resisténcia pode ocorrer pelo fato de que os mecanismos normalmente utilizados
pelas células podem néo ser ativados quando o composto esta ligado a um metal.
Com isso, alguns efeitos colaterais gerados pelos compostos ndo coordenados
podem ser reduzidos apoés a adicdo de um metal. Em alguns casos ha sinergismo
entre o metal e o ligante, levando a diminui¢cdo das concentragfes necessarias para
obter a ac&o biolégica desejada (MENDES et al., 2005; PEREZ-REBOLLEDO et
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al., 2005). Os metais podem possibilitar o aumento da lipofilicidade do farmaco apés
sua coordenacdo ao mesmo, facilitando a difusdo através das membranas
bioldgicas (BRUIININCX & SADLER, 2010).

Atualmente, estes complexos metalicos tém sido estudados em diferentes
aplicacoes biolégicas para combater os mecanismos de resisténcia desenvolvidos
por alguns agentes causadores de doencas (WRIGHT & SUTHERLAND, 2007).
Dentre estes estudos, encontra-se a conjugacdo destes complexos a antibioticos,
0s quais demonstram propriedades terapéuticas mais eficazes quando comparado
ao farmaco nédo coordenado. Complexos formados com o metal de transi¢cao
palddio e o antibidtico tetraciclina apresentaram atividade antibacteriana contra
linhagem resistente de Escherichia coli. O composto coordenado a tetraciclina
mostrou atividade 16 vezes maior do que a droga ndo coordenada (GUERRA et al.,
2005).

Estudos prévios relatam metalocomplexos como alternativa a terapia anti-
cancer (BRUIIJNINCX & SADLER, 2010), como o que mostra o efeito de um
composto de coordenacdo de cobre (Il) com diferentes ligantes que provocaram
uma inibi¢do de 92,4% do crescimento do tumor em testes in vivo (BORGES et al.,
2016). Compostos de coordenacdo também de cobre (II), com diferentes ligantes,
mostraram efeitos antiproliferativos contra linhagens celulares de leucemia, sendo
guase quatro vezes menos toxicas as células ndo cancerigenas que a cisplatina
(FERNANDES et al., 2015).

Os metalocomplexos também se apresentam como alternativa na busca por
compostos que oferecam atividade antiparasitaria. Estudos in vitro testaram as
atividades de diferentes metalocomplexos contra Plasmodium falciparum e os
compostos de manganés (II), cobre (Il) e ferro (1), mostram ser os mais adequados
para o desenvolvimento de possiveis medicamentos antimalaricos (HUBIN et al.,
2014). Compostos de ferro (Ill) mostram aumento na producéo de ROS em células
hospedeiras infectadas, reduzindo em 60% a populacdo de Toxoplasma gondii
através de morte celular envolvendo elementos de apoptose e autofagia (PORTES
et al.,, 2015). Estudos com células hospedeiras infectadas com T. gondii,
submetidas a tratamento com compostos de cobre (Il), apresentam alteracdes no
parasito em sua divisdo celular e induziram alteracdes semelhantes a apoptose

(PORTES et al., 2017). Resultados mais recentes no mesmo modelo de infecéo in
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vitro mostram que a coordenacao da sulfadiazina com o complexo de ferro (1) é
uma boa estratégia para aumentar a atividade antitoxoplasma destes compostos
(PORTES et al., 2018).

Baseado nos dados expostos mostrando vantagens quando comparados a
outros farmacos comuns, destacando suas propriedades quimicas e atividades
biolégicas os compostos metalocomplexos séo possiveis alternativas para o

desenvolvimento de uma nova estratégia de tratamento para a doenca de Chagas.

3. OBJETIVO

3.1.0Objetivo geral

» Analisar os efeitos in vitro de novos compostos metalocomplexos no

tratamento contra epimastigotas de T. cruzi.

3.2.0bjetivos especificos

» Avaliar o crescimento da populacdo de formas epimastigotas de T. cruzi
apos tratamento com metalocomplexos em diferentes tempos de

desenvolvimento dos parasitos.

» Avaliar as alteracdes na morfologia e ultraestrutura de formas epimastigotas
de T. cruzi tratados com metalocomplexos através de microscopia eletrénica

de transmissao.

» Avaliar o efeito dos compostos metalocomplexos mais ativos sobre o
metabolismo mitocondrial do parasito, utilizando os marcadores de atividade
mitocondrial MitoTracker Red CMXRos e JC-1 através de microscopia de

fluorescéncia.
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4. METODOLOGIA

4.1.Manutencao dos epimastigotas in vitro

Epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram mantidos in vitro em frascos de
cultura de células de 25 cm? (SPL Life Sciences) em meio de cultura Liver Infusion
Tryptose (LIT-DIFCO) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB-DIFCO)
(Sigma Aldrich, EUA) e hemina (20 ug/mL). As culturas foram mantidas a 28°C e a
cada 72 ou 96 horas, quando os parasitos estavam em fase exponencial de

crescimento, foram realizadas subculturas dessas células.

4.2.Manutencéao de células LLC-MK2

Células epiteliais LLC-MK2 (ATCC® CCL-7™ Rockville, MD, EUA) de rim de
macaco Rhesus (Macaca mulatta) foram cultivadas em frascos de cultura de células
de 25 cm2 em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, EUA), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB). As culturas foram mantidas a 37 °C sob atmosfera de 5%
de dioxido de carbono (CO2). A cada 48 horas ou apdés a formacdo de
monocamadas confluentes, as culturas foram tratadas com solucdo de

tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich, EUA) para obtencao de subculturas.

4.3.Metalocomplexos

Os compostos utilizados foram sintetizados no Laboratério de Ciéncias
Quimicas (LCQ) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), pelo grupo dos professores Adolfo Horn Junior e Christiane Fernandes. Os
compostos foram denominados: composto |, composto Il e composto Ill. Os
compostos selecionados, composto | e composto Il, possuem nucleo de ferro e o
ligante organico BMPA. Os mesmos foram diluidos no solvente dimetilsufoxido
(DMSO) e adicionados diretamente ao meio de cultura. Os estoques foram
mantidos em concentragdo de 5 mM e serdo armazenados a -22 °C. A
concentracdo de DMSO nos ensaios ndo excedeu a de 0,01%, evitando assim
interferéncia da viabilidade dos parasitos e células hospedeiras.
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4.4 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das células LLC-MK2 ap0és o tratamento com os compostos foi
avaliada com base na reducdo de MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] (CORY et al., 1991). Em
placas de 96 pocos foram cultivadas 1 x 10° células por poco em meio RPMI 1640
suplementado com 5% de SFB. Apos 24 horas as células foram lavadas hovamente
com meio RPMI 1640 e submetidas a tratamento com os compostos em diferentes
concentracdes variando de 200 nM a 1 puM. Como controle negativo, as células
foram cultivadas nas mesmas condicdes sem a adicdo dos compostos. Como

controle positivo, as células foram tratadas com Triton X-100 a 10%.

Apoés 24 horas de tratamento, 20 yl de MTS (CellTiter 96® AQueous One
Solution) foram adicionados em cada po¢o da placa contendo as amostras tratadas
ou ndo em 100 ul de volume final, incubada por 4 horas a 37°C e 5% CO2. Para
medir a quantidade de formazan soltvel produzido pela reducéo celular de MTS,
foi registrada a absorbancia a 490 nm da placa de 96 pocos em um leitor de
microplacas VersaMax (Molecular Devices) usando o software 6.0 SoftMax Pro. Os
dados foram plotados usando o software GraphPad Prism 5.0. Os dados
apresentados foram representativos de pelo menos trés experimentos

independentes.

4.5.Ensaio antiproliferativo com epimastigotas

Em frascos para cultivo de células foram adicionados 1 x 10° parasitos em 10
mL de solucao contendo meio LIT suplementado com SFB a 10%, e ap0s 24 horas
foram adicionados os compostos metalocomplexos em diferentes concentracdes
para 0s ensaios de curvas de crescimento e obtencdo do ICso (concentracdo
inibitoria do crescimento em 50%) dos compostos. Cada composto foi testado em
triplicata. Em todos os experimentos, foram preparados ensaios na auséncia de

guaisquer compostos, para controle negativo.

Os parasitos foram gquantificados a cada 24 horas, em até 120 horas de
tratamento. A quantificacdo foi feita em Camara de Neubauer observada em
microscopio Optico convencional.

Para o calculo de ICso, a porcentagem de inibicdo do crescimento foi plotada
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como funcdo da concentracdo do composto ajustando os valores de analise da
curva néo linear. A analise de regressao foi feita usando o programa Sigma Plot 8.0
(Systat Software Inc., Chicago, IL, USA).

Para os testes de significancia foi usado o software Graph Pad Prism 5.0. Foi

feito a analise de variancia quantitativa Two-way ANOVA.

4.6.Microscopia eletrénica de transmisséo

Com o objetivo de avaliar a ultraestrutura dos parasitos, na auséncia e
presenca dos compostos em diferentes concentracdes, experimentos para
microscopia eletrénica de transmissédo com diferentes tempos de interacdo foram
realizados. As amostras foram fixadas durante 1 hora em solugdo contendo
glutaraldeido a 2.5% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,4. Apoés fixacao,
os parasitos foram lavados duas vezes com tampao cacodilato de sédio 0,1 M, por
10 minutos. A pés-fixacao foi feita em solucéo de tetroxido de 6smio (OsOa4) a 1%
e ferrocianeto (FeCNK) a 1,6% em tampéao cacodilato de sédio 0,1 M por 1 hora,
em ambiente protegido de luz. Posteriormente, os parasitos foram lavados duas
vezes com cacodilato de sodio 0,1 M por 10 minutos. As amostras foram
desidratadas em diferentes concentracfes de acetona (30% a 100%) seguida de
infiltracdo em resina epdxi. ApOs este processo, o material permaneceu por 48
horas a temperatura de 60° C para polimerizacdo. Secc¢des ultrafinas das amostras
foram obtidas e contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo.
Posteriormente as amostras foram observadas e imagens foram obtidas em

microscopio eletrénico de transmissdo FEI SPIRIT 120 Kvolts.

4.7.Avaliacdo da interferéncia dos compostos na atividade mitocondrial

do T. cruzi por microscopia de fluorescéncia

Com o objetivo de avaliar o potencial de membrana mitocondrial de parasitos,
0s mesmos foram tratados ou ndo com os diferentes compostos, por diferentes
tempos, e posteriormente incubados com os marcadores fluorescentes MitoTracker
Red CMXRos e JC-1.
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4.7.1. MitoTracker Red CMXRos

O marcador MitoTracker Red CMXRos & um corante vermelho-fluorescente
que evidencia mitocondrias em células vivas e seu acumulo € dependente do
potencial de membrana mitocondrial (POOT et al., 1996). Para marcacdo com esse
marcador, foram incubados parasitos em condi¢cdes de ensaio antiproliferativo
descrito anteriormente no item 4.5 com o marcador na concentragdo de 100 nM,
por 40 minutos a temperatura de 37° C (REA et al., 2013). Posteriormente os
parasitos e células hospedeiras foram fixados com formaldeido a 2% em PBS por
15 minutos. Os parasitos ja fixados foram depositados sobre laminulas de vidro que
foram tratadas previamente com Poli-L-lisina por 30 minutos. Com os parasitos ja
aderidos as laminulas, foi feita a marcacdo com DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) na concentracdo de 30 nM, por 30 minutos. Para montagem das
laminas, as laminulas foram depositadas sobre ProLong Gold Antifade (Thermo
Fisher Scientific, EUA) e mantidas protegidas da luz. As amostras foram
observadas e imagens foram obtidas por microscopio de fluorescéncia Zeiss
Axioplan. A solucéo estoque de MitoTracker Red CMXRos foi recém-preparada a 1
mM em DMSO e armazenada a -20° C, sendo mantido protegida da luz. A
quantificacao foi feita através da contagem direta de 100 parasitos e a diferenciacéo
entre parasitos com mitocondrias ativas ou nao foi feita de acordo com a

intensidade da marcacéo.

4.7.2.JC-1

O JC-1 é um marcador catibnico lipofilico de viabilidade mitocondrial que
também se concentra na mitocéndria em resposta a sua atividade. O marcador
existe como um mondmero em baixas concentracdes, onde a emissdo € 530 nm
(fluorescéncia verde), mas em altas concentracdes forma J-agregados apos
acumulo na mitocdndria, onde a emissao é 590 nm (fluorescéncia vermelha).
Assim, a fluorescéncia de JC-1 € considerada um indicador de um estado
mitocondrial energizado (REERS et al., 1995). Para marcagdo com JC-1, foram
incubados parasitos em condicbes de ensaio antiproliferativo descrito
anteriormente no item 4.5, com o marcador na concentracdo de 10 pg/ml, por 30
minutos a temperatura de 37° C (Macedo-Silva et al., 2011). Apds esse periodo, as
amostras foram avaliadas e imagens obtidas por microscopio confocal de varredura

a laser Zeiss LSM-710. Para a solucéo estoque, o JC-1 foi diluido em meio LIT e
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armazenado a -20° C protegido da luz. A quantificacéo foi feita através da contagem
direta de 100 parasitos e a diferenciacao foi feita de acordo com a intensidade e
presenca de marcacdo das mitocdndrias em vermelho, para células com

mitocondrias ativas e somente verde, para inativas (coloracéo vermelha).

5. RESULTADOS

5.1.Efeito no crescimento de epimastigotas

Testes preliminares em formas epimastigotas de T. cruzi apds o tratamento
com compostos metélicos (Figura 4), mostraram que 0S compostos capazes de
inibir o crescimento do parasito e que apresentaram melhor desempenho foram os
compostos | e Il e com isto, estes compostos foram selecionados para testes mais
detalhados. Estes compostos possuem uma estrutura organica similar por terem o
mesmo ligante organico e por ambos possuirem nucleo de ferro, o que indica maior

sensibilidade dos epimastigotas a essa construgao molecular.
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Figura 4 — Efeitos antiproliferativos de diferentes compostos metalocomplexos em
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Crescimento dos parasitos apds tratamento com
diferentes compostos na concentragao de 20 uM, por até 120 horas.

Em curvas de crescimento do parasito apés tratamento com o composto |
(Figura 5) nas concentracdes de 10, 50, 90, 130 e 190 nM, nos periodos de 24, 48
e 72 horas, observamos um controle significativo de seu crescimento, a partir de 48
horas de tratamento. O composto | foi 0 que apresentou os menores valores de
ICso, iguais a 97.71, 66.29 e 147.53 nM, para os tempos de 72, 96 e 120 horas de

tratamento, respectivamente.
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Figura 5 - Efeitos antiproliferativos do composto | em formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi. Crescimento dos parasitos apds tratamento com o composto | em diferentes
concentracdes por até 72 horas. *P <0.05 e **P < 0.001 em relag&o ao controle.

Podemos notar melhor este resultado com o composto | observando a
porcentagem de crescimento dos parasitos (Figura 6), onde houve ao fim de 72
horas de tratamento uma reducéo no crescimento dos parasitos de 20 a 80%, de
acordo com o aumento das concentracdes utilizadas, quando comparados ao

controle sem tratamento.
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Figura 6 - Porcentagem de crescimento de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

apés tratamento com o composto |. Crescimento dos parasitos apos tratamento com o composto

| em diferentes concentrag8es por até 72 horas. *P < 0.05 e **P < 0.001 em relag&o ao controle.

Em curvas de crescimento do parasito ap0s tratamento com o composto |l
(Figura 7) nas concentracdes de 20, 60, 110, 150 e 200 nM, nos periodos de 24,

48 e 72 horas, observamos também um controle significativo a partir de 48 horas

de tratamento, reduzindo o nimero de parasitos drasticamente nas horas seguintes

em comparacao ao numero de parasitos encontrado no controle sem o tratamento.

Com concentragdes um pouco maiores, o composto |l apresentou resultados

semelhantes ao composto |

na reducdo dos efeitos antiproliferativos em

epimastigotas. O composto Il apresentou valores de ICso também muito baixos,

sendo estes: 122.76, 69.27 e 104.17 nM para os mesmos tempos de tratamento,
72,96 e 120 horas.
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ATIVIDADE DO COMPOSTO Il NO CRESCIMENTO DE
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Figura 7 - Efeitos antiproliferativos do composto Il em formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi. Crescimento dos parasitos apds tratamento com o composto | em diferentes

concentracdes por até 72 horas. *P < 0.05 e **P < 0.001 em relagéo ao controle.

Assim como o tratamento com o composto |, o tratamento com o composto |
provocou reducédo significativa no crescimento do parasito apds 48 horas (Figura
8), onde o grafico mostra também que houve, ao fim de 72 horas de tratamento,
uma reducdo no crescimento dos parasitos de 20 a 80%, conforme eram

aumentadas as concentragoes.
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ATIVIDADE DO COMPOSTO Il NO CRESCIMENTO DE
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi
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Figura 8 - Porcentagem de crescimento de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
ap6s tratamento com o composto Il. Crescimento dos parasitos ap0s tratamento com o composto
Il em diferentes concentrag6es por até 72 horas. *P < 0.05 e **P < 0.001 em relag&o ao controle.

A viabilidade das células LLC-MK2 apds o tratamento com os compostos foi
avaliada com base na quantidade de formazan soltvel, que € o produto da reducédo
celular do MTS, registrando absorbéncia a 490 nm, a fim de averiguar a toxicidade
dos compostos as células hospedeiras de mamiferos.

A viabilidade das células LLC-MK: foi avaliada ap0s tratamento com o
composto | (Figura 9), em concentracdes que variaram de 100 nM a 10 uM, nos
periodos de 24, 72 e 120 horas de tratamento. O composto | ndo apresentou
toxicidade significativa as células nos tempos de 24 e 72 horas, porém apés 120
horas de tratamento com a concentracdo de 10 pM, houve reducdo de
aproximadamente 28% na viabilidade das células.
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Figura 9 — Andlise dos efeitos citotoxicos do composto | no tratamento de células LLC-

MK_>. Quantificacdo da absorbancia gerada pela quantidade de formazan solavel produzido pela

reducdo celular de MTS de células tratadas com diferentes concentracdes do composto |I.

Absorbancia registrada em 490 nm.

A viabilidade das células LLC-MK: foi avaliada apds tratamento com o

composto Il (Figura 10), também nas concentra¢des que variam de 100 nM, a 10

MM, nos periodos de 24, 72 e 120 horas de tratamento. O composto Il nao

apresentou toxicidade significativa as células nos tempos de 24 e 72 horas, para

todas as concentragfes, no entanto, afetou a viabilidade das células em torno de

26%, apos 120 horas de tratamento com a concentracao de 10 puM.
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Figura 10 — Andlise dos efeitos citotoxicos do composto Il no tratamento de células
LLC-MK>. Quantificacdo da absorbancia gerada pela quantidade de formazan soltvel produzido
pela reducéo celular de MTS de células tratadas com diferentes concentracdes do composto Il

Absorbancia registrada em 490 nm.

5.2.Andlise Ultraestrutural

A fim de sugerir possiveis mecanismos de acdo dos metalocomplexos sobre
o T. cruzi, utilizou-se como ferramenta a andlise da ultraestrutura dos parasitos

apos o tratamento com os compostos | e .

Observou-se gue 0s parasitos que nao foram tratados com os compostos, e
foram cultivados nas mesmas condi¢cdes de tempo e meio de cultivo, apresentaram
morfologia caracteristica, com organelas bem dispostas e preservadas, como

nucleo, cinetoplasto e membrana plasmatica preservada (Figura 11A e 11B).

Quando se analisou os epimastigotas tratados com o composto Il por 120
horas, na concentracdo de 1 uM, pbde-se perceber alteracbes em organelas
importantes para a viabilidade do parasito como o cinetoplasto, considerado DNA
mitocondrial do parasito, e mitocondria, organelas essenciais para a sobrevivéncia
do parasito. A mitocondria apresentou inchaco e disposi¢cdo anormal (Figura 11C e
11D). Observou-se também o aparecimento de vesiculas de natureza
desconhecida (Figura 11C e 11D).
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Controle

Composto Il (1 pM) - 120 h

Figura 11 - Microscopia eletronica de transmissao de parasitos tratados com o

composto Il. Parasitos apés 120 horas de tratamento com 1uM (C e D) e ndo tratados e mantidos
em cultura pelo mesmo tempo (A e B). Nota-se que as mitocdndrias dos parasitos tratados
apresentam altera¢des nas cristas, com inchaco e disposicdo anormal em torno dos cinetoplastos
(setas em C e D). Barras: 500 nm.

Ao analisarmos epimastigotas tratados com ambos 0s compostos por 72
horas, na concentragdo de 100 nM, as alteracdes presentes foram diferentes,
enquanto os parasitos que néo foram tratados com os compostos apresentaram
morfologia caracteristica (Figura 12A e 12B), o tratamento com 0S compostos em
concentracbes mais baixas que 1 pM, concentracdo do tratamento anterior,
provocou alteracdes nos reservossomos, que apresentaram espiculas em seu

interior, tanto em parasitos tratados com o composto | (Figura 12E e 12F), como
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também em tratados com o composto Il (Figura 12C e 12D). Acreditasse que nao
foi possivel observar anteriormente 0s reservossomos nos parasitos tratados com

concentracfes maiores, por ja estarem degradadas.

Composto Il (100 nM) — 72h Controle — 72h

Composto | (100nM) — 72h

Figura 12 - Microscopia eletrénica de transmissdo de parasitos tratados com o0s

compostos | e Il. Parasitos ndo tratados (A e B) e mantidos em cultura pelo mesmo tempo do que
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parasitos tratados apés 72 horas de tratamento com o composto Il (C e D) e composto | (E e F),
ambos na concentracdo de 100 nM. Nota-se que 0s reservossomos dos parasitos tratados
apresentam espiculas e degradagGes em sua estrutura (setas em C, D, E e F). Barras: 500 e 200

nm.

5.3.Avaliacao da atividade mitocondrial

A analise da viabilidade mitocondrial destes parasitos foi realizada apés
tratamento com os compostos e utilizacdo dos marcadores JC-1 (Figura 13) e
Mitotracker (Figura 15 e 17). Observou-se uma perda significativa do potencial de
membrana mitocondrial do parasito apds tratamento por 120 horas, com ambos 0s
compostos na concentragao de 3 uM, indicando assim que os compostos interferem
diretamente no metabolismo energético do parasito. Podemos observar também
um arredondamento na estrutura dos parasitos tratados com o composto | (Figura
13C e 13D).
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DIC JC-1

Controle

Composto | (3 pM) - 120 h

Composto Il (3 pM) - 120 h

Figura 13 — Imagens de microscopia confocal a laser de parasitos tratados com o0s
compostos | e I, posteriormente incubados com o marcador de viabilidade mitocondrial JC-
1. Apés tratamento por 120 horas com os compostos | e Il na concentracdo de 3 uM. A, C e E:
Imagens de microscopia de contraste interferencial e diferencial. B, D e F: Marca¢éo de JC-1 por
microscopia de fluorescéncia. Os parasitos tratados com o composto | (C e D) e com o composto Il
(E e F) perdem o potencial de membrana mitocondrial, enquanto parasitos néo tratados apresentam
normalmente a marcacgéo (A e B) (fluorescéncia vermelha). Barras: 10 pum.
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Os parasitos que sofreram dano mitocondrial foram quantificados, tomando
como parametro a marcagcao com JC-1 (vermelha - para células com mitocéndrias
ativas), validando assim estes resultados observados, pois 55% dos parasitos
apresentaram lesdo mitocondrial, enquanto 45% estavam com a mitocondria
funcional apés tratamento com o composto Il. Apds tratamento com composto |,
66% dos parasitos apresentaram lesdo mitocondrial, enquanto 34% estavam com
a mitocondria funcional. Nas células que ndo receberam tratamento com o0s
compostos, 35% dos parasitos apresentavam diminuicdo em seu potencial de
membrana mitocondrial, possivelmente por conta do ciclo celular do parasito
(Figura 14).
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Figura 14 — Quantificacdo de parasitos nédo tratados e tratados por 120 horas com os

compostos | e Il com concentragcdo de 3 uM e posteriormente marcados com JC-1.

Imagens de microscopia de fluorescéncia de parasitos tratados com o0s
compostos por 24 horas e posteriormente incubados com o marcador MitoTracker
Red CMXRos, que foi utilizado para confirmagcdo de viabilidade mitocondrial,

28



Composto | - T4M = 24h Controle - 24h

Composto Il - 1M = 24h

mostraram que em tempos menores de tratamento o parasito nido perde

significativamente seu potencial de membrana mitocondrial (Figura 15).

DIC

Figura 15 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de parasitos tratados com os

DAPI MITOTRACKER

compostos e posteriormente incubados com o marcador de viabilidade mitocondrial
MitoTracker Red CMXRos. Apés tratamento por 24 horas com os compostos | e |l ha concentracao
de 1 uM. A, D e G: Imagens de microscopia de contraste interferencial e diferencial. B, E e H:
Marcacdo de DAPI por microscopia de fluorescéncia. C, F e I: Marcacdo de MitoTracker Red
CMXRos por microscopia de fluorescéncia. Os parasitos tratados com o composto | (D, E e F) e
com o composto Il (G, H e 1) ndo perdem significativamente o potencial de membrana mitocondrial

assim como foi preservada em parasitos néo tratados (A, B e C). Barras: 10 um.

Os parasitos que nao possuiam marcacdo para potencial de membrana
mitocondrial foram quantificados, tomando como parametro a intensidade da
marcacdo com MitoTracker Red CMXRos, onde podemos observar que 13% dos
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parasitos apresentaram mitocondria ndo-funcional, enquanto 87% estavam com a
mitocondria funcional apds tratamento com o composto Il. O tratamento com
composto | fez com que 16% dos parasitos apresentassem redugdo ou nao
apresentassem potencial de membrana mitocondrial, enquanto 84% estavam com
a mitocondria funcional. Em células controle, ndo tratadas, cerca de 7% dos
parasitos apresentavam diminuicdo em seu potencial de membrana mitocondrial,

possivelmente por conta do ciclo celular do parasito (Figura 16).
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Figura 16 — Quantificacdo de parasitos néo tratados e tratados por 24 horas com 0s
compostos | e Il com concentracdo de 1 pyM e posteriormente marcados com DAPI e
MitoTracker Red CMXRos.

Imagens de microscopia de fluorescéncia de parasitos tratados com os
compostos por 120 horas e posteriormente incubados com o marcador MitoTracker
Red CMXRos, que foi utilizado para confirmagdo de viabilidade mitocondrial,
guando avaliados por meio deste tipo de marcador, ndo apresentaram tanta

diferenca em relagdo as células controle (Figura 17).
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Controle - 120h

Composto | - 1gM - 120h

Composto Il - 1gM - 120h

DIC DAPI MITOTRACKER

Figura 17 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de parasitos tratados com os

compostos | e Il, posteriormente incubados com o marcador de viabilidade mitocondrial
MitoTracker Red CMXRos. Apés tratamento por 120 horas com os compostos | e Il na
concentracdo de 1 uM. A, D e G: Imagens de microscopia de contraste interferencial e diferencial.
B, E e H: Marcacéo de DAPI por microscopia de fluorescéncia. C, F e I: Marcacdo de MitoTracker
Red CMXRos por microscopia de fluorescéncia. Os parasitos tratados com o composto | (D, E e F)
e com o composto Il (G,H e ) perdem o potencial de membrana mitocondrial ao mesmo tempo que

foi preservada em parasitos néo tratados (A, B e C). Barras: 10 um.

Os parasitos que tiveram alteracbes no potencial de membrana mitocondrial
foram quantificados, tomando como parametro a intensidade da marcacdo com
MitoTracker Red CMXRos, validando assim estes resultados observados, pois 38%
dos parasitos apresentaram mitocondria ndo-funcional, enquanto 62% estavam
com a mitocondria funcional apds tratamento com o composto Il. ApGs tratamento

com composto |, 43% dos parasitos apresentaram lesdo mitocondrial, enquanto
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57% estavam com a mitocondria funcional. Nas células que nédo receberam
tratamento com os compostos, 11% dos parasitos apresentavam diminuicdo em
seu potencial de membrana mitocondrial, possivelmente por conta do ciclo celular

do parasito (Figura 18).
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Figura 18 — Quantificacdo de parasitos néo tratados e tratados por 120 horas com o0s
compostos | e Il com concentracdo de 1 pM e posteriormente marcados com DAPI e
MitoTracker Red CMXRos.

6. DISCUSSAO

A DC representa um problema para saude publica, por sua grande distribuicao
geografica e por gerar impacto socioecondémico, além de afetar aproximadamente
18 milhdes de pessoas no mundo, principalmente em areas endémicas de 21
paises latino-americanos (WHO, 2015). Os medicamentos atualmente aceitos para
o tratamento da doenca sao Nifurtimox e Benznidazol. Estes compostos sao
eficazes contra o tratamento de infec¢cbes agudas, mas ineficientes para o

tratamento de infecgBes cronicas devido aos efeitos colaterais provocados e baixo
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indice de cura. Estes farmacos ndo sdo considerados ideais para tratar a doenca,
assim se faz necessaria a busca e desenvolvimento de melhores formulacdes,
terapias de combinag&o e novos tratamentos para a DC (JANNIN & VILLA, 2007).
Na busca por novos medicamentos ha desafios como falta de interesse da industria
farmacéutica, necessidade de validacdo de novos alvos moleculares, exigéncia de
longo periodo para obtencédo dos compostos de melhor desempenho, necessidade
de sintese de compostos inéditos e ndo somente oriundos de outros ja
comercializados, completa biblioteca de compostos, e infra estruturada organizada
(GIAROLLA & FERREIRA, 2011). Tomando como base a necessidade de
desenvolver e testar novos farmacos para tratar a DC, esse trabalho teve como
objetivo investigar o efeito de compostos metélicos contra epimastigotas de T.cruzi.
Os compostos estudados foram os compostos | e Il, e tiveram seus efeitos
analisados de maneira mais detalhada apresentando desempenho promissor no

desenvolvimento de uma nova terapia.

Os compostos metalicos possuem uma significativa importancia no
desenvolvimento farmacoldgico, devido as diversas aplicacbes em diferentes
areas, principalmente contra agentes infecciosos. Estes compostos apresentam
uma grande variedade e peculiaridades quimicas, como a reativacao do centro
metédlico em moléculas alvo. Além disto, seus efeitos téxicos podem ser
contornados através de estratégias especificas. As estratégias na terapia contra T.
cruzi se baseiam em trés principios: coordenacdo de um ligante metalico com
atividade tripanocida, coordenacdo de compostos metalicos intercalantes de DNA
e de compostos inibidores diretos de enzimas do parasito (FRICKER et al., 2008).
Estudos mostram que a utilizacdo de compostos em coordenacao a metais trazem
beneficio e agregam vantagens aos farmacos, que se tornam mais ativos que 0s
compostos sozinhos (ndo coordenados a metais) e mais eficazes que farmacos da
clinica, como os compostos de platina e paladio, que foram mais ativos em testes
in vitro contra a forma epimastigota de T. cruzi que o Nifurtimox (OTERO et al.,
2006; VIEITES et al., 2011). Nossos resultados mostram que 0s compostos com
nacleo de ferro estudados, compostos | e Il apresentaram baixos valor de I1Cso para
os testes in vitro contra a forma epimastigota de T. cruzi. PORTES et al. (2015),
também mostraram o efeito de metalocomplexo com nucleo de ferro sobre
taquizoitas de Toxoplasma gondii in vitro, por até seis dias de tratamento. Este

composto apresentou um valor de ICsp na faixa de micromolar, provocando
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alteracdes no citoplasma e na membrana que indicam morte por apoptose, além de
ter induzido cistogénese. Esse composto provocou o0 aumento de producdo de
espécies reativas de oxigénio nas células infectadas e tratadas, e foi capaz de
controlar a atividade de enzimas antioxidantes importantes para o parasito. Apesar
de atingir o T. gondii, 0 composto apresentou baixa citotoxicidade para as células
hospedeiras, assim como vimos neste trabalho com os compostos testados. De
modo a exceder a capacidade farmacolédgica dos compostos testados, foram feitas
avaliacbes da citotoxicidade dos compostos em células LLC-MKz, com até 120
horas de tratamento, com concentracdes que variaram de 100 nM a 10 pM. Os
compostos, em concentracdes mais de 1000 vezes maior do que os valores de ICso,
nao foram citotdxicos as células LLC-MK2. Até o momento ndo foi possivel calcular
0 ECso, pois mesmo na alta concentracdo de 10 uM dos compostos testados, a
citotoxicidade ndo chegou a 50 %. Assim, a literatura mostra a atividade
antiparasitaria dos compostos metalocomplexos, como também encontrado no
presente trabalho, em que verificamos que os compostos | e Il sdo ativos contra
epimastigotas de T. cruzi em concentragbes na faixa de nanomolar, n&o

apresentando citotoxicidade a células LLC-MKz.

Para investigar o efeito dos compostos sobre a ultraestrutura do parasito,
podem ser utilizadas diferentes metodologias e técnicas. Neste trabalho nés
utilizamos a microscopia eletrbnica de transmisséo, que permite a observacao de
organelas e estruturas. Esse tipo de analise pode auxiliar no esclarecimento de
questdes relacionadas a mecanismos de acdo desses quimioterapicos. Menna-
Barreto et al. (2008), por exemplo, mostraram com a microscopia eletronica
modificacdes citoplasmaticas semelhantes a alteracbes em células que estao
sofrendo autofagia apos tratamento de T. cruzi com geranilgeraniol. Lavine &
Arrizabalaga (2012) também mostraram utilizando esta técnica, T. gondii tratados
com monensina. Este tipo de analise foi importante para este trabalho, pois
podemos observar alteracées importantes na ultraestrutura na forma epimastigota
do parasito apos o tratamento com um dos metalocomplexos. Os efeitos
ultraestruturais foram monitorados nos periodos de 24 a 120 horas para que as
alteracdes pudessem ser observadas desde o inicio do tratamento. O tratamento
com o composto Il gerou alterages ultraestruturais importantes como o inchacgo e
disposicdo anormal nas mitocondrias e cinetoplastos (ou DNA mitocondrial) dos

tripanosomatideos. A mitocondria deste parasito encontra-se intimamente
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associada ao cinetoplasto, e abriga diferentes enzimas do metabolismo oxidante e
energético e devido as diferencas entre as mitocondrias de mamiferos e
tripanosomatideos, essa organela € um excelente alvo para intervencdes
terapéuticas (MENNA-BARRETO & DE CASTRO, 2014). A alteracdes observadas
nessas estruturas apos tratamento com os complexos de ferro, foram confirmadas
em testes com marcadores de potencial de membrana, MitoTracker e JC-1, que
mostraram redug&o no potencial de membrana desta organela. Esses resultados
nos mostram que compostos de ferros testados sdo capazes de afetar o

metabolismo energético do parasito.

O tratamento com ambos 0s compostos em menores concentragdes, na
escala nanomolar, gerou alteracbes importantes nos reservossomos dos
epimastigotas de T. cruzi, como o rompimento desta organela e o surgimento de
cristais em seu limen. Os reservossomos sdo organelas lisossdbmicas essenciais
para 0 metabolismo energético, que estdo presentes na parte posterior dos
epimastigotas de T. cruzi. Estas organelas sao estruturas de membrana
arredondada com reservas lipidicas em seu limen denso de elétrons (SANT'ANNA
et al., 2008; SOARES et al., 1992). Proteases do lisossomo, como a cruzipaina,
principal cisteina protease do T. cruzi (CAZZULO et al., 1990), estdo concentradas
nos reservossomos, para digerir o material endocitado, embora os reservosomos
também sejam capazes de armazenar macromoléculas, como o colesterol, para
mobilizacdo futura quando necessario (PEREIRA et al., 2011). Estes resultados nos
mostram que compostos de ferro testados afetaram organelas de reserva de
nutrientes e metabdlitos dos parasitos.

Estudos sobre os mecanismos de lesédo oxidativa confirmam a acado catalitica
dos metais nas reacdes que levam a estas lesdes. O ferro, por exemplo, € o metal
pesado mais abundante no organismo e catalisa reacfes de oxidacdo de
biomoléculas (AUST et al.,, 1991). O estresse oxidativo é definido como uma
situacdo em que o equilibrio entre oxidantes e antioxidantes é interrompido. A
principal fonte de estresse oxidativo nos organismos vivos Sao as espécies reativas
de oxigénio (ROS), que sédo moléculas, como o peréxido de hidrogénio, o
superéxido e os radicais hidroxila, derivados do oxigénio e altamente reativos as
biomoléculas (WINTERBOURN et al., 2008). O excesso de ferro esta associado as
ROS, pois a abundancia de ferro em ambiente rico em oxigénio apresenta

condi¢cbes favoraveis a reacdo de Fenton, levando a formacdo de ROS por essa
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via. Além desta forma, a morte celular também pode ocorrer por peroxidacéo
lipidica motivada pelo excesso de ferro e consequente geracao de ROS (XIE et al.,
2016). O ferro e as ROS sédo mediadores importantes da morte celular em muitos
organismos e o excesso de ferro estd associado a um aumento de morte celular
por apoptose, necrose e autofagia (DIXON E STOCKWELL, 2014). As ROS
mitocondriais sdo um importante fator desencadeador da apoptose ndo induzida,
que resulta na peroxidacao de cardiolipinas, que sao fosfolipideos que compdem a
membrana mitocondrial interna, e na libertacdo do citocromo c para ativar a
caspase-3/7 (FORTES et al., 2012). O género Trypanosoma apresenta sistemas
antioxidantes deficientes quando comparados a mamiferos, podendo este ser um
alvo importante para desenvolvimento de novos farmacos que inibam a acdo de
ezimas antioxidantes como superoéxido dismutase (TURRENS, 2004). A superéxido
dismutase é responsavel por catalisar a transformacéo do radical superéxido em
oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio, através de reacdes alternadas de
reducéo e de oxidagdo do metal do sitio ativo da enzima (LUDWIG, 1991). Assim,
a inibicdo desta enzima provoca um estresse oxidativo no parasito pelo acumulo do
ion superoxido. As enzimas superoxido dismutase séo classificadas de acordo com
0 metal presente em seu sitio ativo. Assim como os metalocomplexos analisados
neste trabalho, a enzima superéxido dismutase do T. cruzi, contém um atomo de
ferro em seu sitio ativo, ausente em células de eucariotos, o que justifica o interesse
sobre farmacos que atuam sobre esta enzima no parasito (LE TRANT et al., 1983).
O mecanismo de acado dos compostos de ferro pode ocorrer via inibicdo da enzima
superoxido dismutase, levando a um aumento do nivel de radicais superoxido e a
consequente morte do parasito (RAYCHAUDRURY et al., 2005). Além disso, o
peréxido de hidrogénio formado no meio intracelular é removido em células de
mamiferos por acdo da catalase e de outras peroxidases, ja os tripanossomatideos,
como néo dispdem ou dispdem de baixas concentragbes de catalase e glutationa
peroxidase, sofrem com acumulo de peroxido de hidrogénio que gera morte dos
mesmos como consequéncia do estresse oxidativo (LEID et al., 1989; FLOHE et
al., 2003).

Apesar da eficacia in vitro desses compostos metélicos de ferro, muitas
guestbes permanecem sem resposta a respeito dos mecanismos moleculares
envolvidos na agcdo dos mesmos contra o T. cruzi. Porém, estes resultados abrem

perspectivas interessantes para a investigacdo da eficacia dos compostos em
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modelo de infeccdo in vivo, bem como para uma descricdo mais completa do

mecanismo de acdo dos compostos sobre o parasito.

7. CONCLUSAO

A partir de resultados obtidos nos experimentos realizados neste trabalho e

consultas a literatura recente € possivel concluir que o0s compostos

metalocomplexos de ferro s&o ativos contra epimastigotas de T. cruzi, pois:

>

Os compostos | e Il foram capazes de controlar o crescimento do
parasito na forma epimastigota mantida in vitro.

Os valores de ICso para o composto | foram 97.71, 66.29 e 147.53 nM,
para os tempos de 72, 96 e 120 horas de tratamento, respectivamente
e para o composto Il foram 122.76, 69.27 e 104.17 nM, para 0S mesmos
tempos de tratamento;

Os compostos | e Il ndo apresentaram citotoxicidade significativa a
células LLC-MKZ2;

O composto Il gerou alteracBes em organelas importantes do parasito,
apresentando inchaco e disposicdo anormal nas mitocondrias e
cinetoplastos. Observou-se também o aparecimento de vesiculas de
natureza desconhecida;

Os compostos | e Il foram capazes de reduzir o potencial de membrana
mitocondrial do parasito.

Os compostos | e Il provocaram alteracdes nos reservossomos,

degradando sua estrutura e formando de cristais em seu interior.

Assim, os efeitos desses compostos podem ser estudados de maneira mais

detalhada com o objetivo de propor novas alternativas terapéuticas para resolucéo

do tratamento contra a doenca de Chagas.
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