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RESUMO

A familia Trypanosomatidae é composta por protozoarios de importancia médica, tais
como: Leishmania spp, Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi, que é o agente etiologico da
doenca de Chagas. Os tripanosomatideos apresentam uma mitocondria Unica que possui uma
regido alargada, o cinetoplasto, que contém o DNA (kDNA) distribuido em um arranjo particular
de maxicirculos e minicirculos catenados. As DNA topoisomerases | e Il tém um papel
importante no controle do estado topolégico do DNA. Estas enzimas fazem reversdo de
superenovelamentos positivos e negativos da dupla fita de DNA durante os processos de
replicacdo, transcricdo, recombinacgdo e reparo. Uma vez que estas enzimas apresentam papéis
essenciais em processos bioldgicos, elas constituem um alvo potencial em quimioterapia. Neste
trabalho, nos testamos o efeito de diferentes inibidores de topoisomerases e de drogas ligantes de
DNA, na proliferacdo celular e na ultraestrutura das formas epimastigotas de T. cruzi e de B.
culicis, que foi utilizada como modelo comparativo por apresentar o arranjo do KDNA mais
frouxo. Nossos resultados mostraram que os inibidores de topoisomerase | de eucariotos foram os
compostos mais ativos no crescimento celular de T. cruzi. Entre eles, a camptotecina foi 0 mais
potente inibidor da proliferacdo celular, também induzindo uma intensa descompactacdo da
heterocromatina nuclear. De outro modo, os inibidores de topo Il de procariotos tiveram o
cinetoplasto como principal alvo, promovendo re-arranjo ultraestrutural do KDNA em B. culicis,
mas ndo em T. cruzi. Entretanto, estes compostos afetaram o crescimento celular de ambas as
espécies, especialmente da primeira. Considerando os inibidores de topo Il de eucariotos, o
mitoxantrone foi 0 que apresentou maior efeito na proliferacdo celular de T. cruzi. Entre os
ligantes de DNA, o berenil causou uma notavel desorganizacdo do kDNA, ainda ndo descrita
para nenhum outro inibidor testado em tripanosomatideos. Os resultados obtidos neste trabalho,
podem nos ajudar a revelar os mecanismos de acdo dos inibidores de topoisomerases em
tripanosomatideos.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; topoisomerases; inibidores; proliferacdo; ultraestrutura.



ABSTRACT

The Trypanosomatidae family includes protozoan of medical importance, such as:
Leishmania spp, Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi, which is the etiologic agent of
Chagas’ disease. Trypanosomatids present an unique mitochondrion with an enlarged portion, the
kinetoplast, that contains the DNA (kDNA) distributed in a particular arrangement of catenated
maxicircles and minicircles. DNA topoisomerases | and Il have an important role in controling
the topological state of DNA. These enzymes revert positive and negative supercoiling of double
strand DNA during replication, transcription, recombination and repair. Since topoisomerases
play essential roles in biological processes, they constitute a potential target for chemotherapy. In
this work, we tested the effect of different topoisomerase inhibitors and DNA binding drugs in
cellular proliferation and ultrastructure of epimatigote forms of T. cruzi and B. culicis, which was
used as a comparative model for presenting a looser KDNA arrangement. Our results showed that
eukaryote topoisomerase | inhibitors were the most active compounds with respect to T. cruzi
cellular growth. Among them, camptothecin was the most potent inhibitor on cellular
proliferation, also inducing an intense nuclear heterochromatin discompactation. In contrast,
prokaryote topoisomerase Il inhibitors had the kinetoplast as a main target, thus promoting
ultrastructural KDNA rearrangement in B. culicis, but not in T. cruzi. However such compounds
affected the cellular growth on both species, specially the former one. Considering the eukaryote
topo Il inhibitors, mitoxantrone was the most efficient inhibitor against T. cruzi proliferation.
Among DNA binding drugs, berenil caused a remarkable KDNA disorganization, which was not
described for any other inhibitor tested in trypanosomatids. The results obtained in this work,
may help us to unraveal the mechanism of action of topoisomerase inhibitors in trypanosomatids.

Key-words: Trypanosoma cruzi; topoisomerases; inhibtors; proliferation; ultrastructure.
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1.1. O Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € classificado no filo Sarcomastigophora, classe Zoomastigophora,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma. O nome da ordem
Kinetoplastida é derivado do cinetoplasto, uma estrutura impar diferente de qualquer outra
encontrada na natureza onde estd abrigado o DNA mitocondrial destes protozoarios. A esta
ordem pertencem protistas de vida livre, parasitas de insetos, plantas e vertebrados, tais como 0s
pertencentes aos géneros Bodo, Blastocrithidia, Phytomonas, Trypanosoma e Leishmania,
respectivamente (Moreira et al, 2004). A familia Trypanosomatidae é composta em sua maioria
por protozoarios monoxénicos, que possuem apenas um hospedeiro invertebrado e por
heteroxénicos, que alternam seu ciclo de vida entre dois hospedeiros. Entre 0s monoxénicos estdo
0s géneros Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas e Leptomonas e entre 0s heteroxénicos o0s
géneros Trypanosoma, Leishmania e Phytomonas.

O género Trypanosoma inclui tripanosomatideos que se apresentam sob a forma
tripomastigota, sendo encontrados no sangue do hospedeiro vertebrado. Esta forma evolutiva
possui um corpo alongado e achatado, com aproximadamente 25 um de comprimento, que torna-
se afilado principalmente na extremidade anterior, regido de onde sai o flagelo livre. Nesta fase
evolutiva, o cinetoplasto, estrutura que abriga 0 DNA mitocondrial, esta localizado na regido
posterior do corpo celular. JA 0s epimastigotas, que sdo encontrados ao longo do trato
gastrointestinal do inseto hospedeiro, sdo formas replicativas de corpos alongados com cerca de
20-40 um de comprimento e com cinetoplasto localizado anteriormente em rela¢do ao ndcleo. Os
amastigotas, que sdo encontrados no interior de células dos hospedeiros vertebrados, também s&o
formas replicativas de formato arredondado, com flagelo reduzido e cinetoplasto anterior ao

nacleo (figura 1) (Rey, 2002).
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Tripomastigota Amastigota Epimastigota

Figura 1: Formas evolutivas do T. cruzi, mostrando a localizagdo do flagelo, do cinetoplasto e do
nacleo em relagdo ao corpo celular (adaptado de Docampo et al, 2005).

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (figura 2) exige a participagdo de um hospedeiro
invertebrado, que pode ser um hemiptero ou reduvideo, como o Rhodinus prolixus, o Triatoma
infestans e o Panstrongylus megistus (conhecidos popularmente com o nome de barbeiro), e de
um hospedeiro vertebrado, como o homem e outros mamiferos (tatus, gambas, tamanduas e
quatis), sendo por isso conhecido como digenético ou heteroxénico (Rey, 2002; de Souza, 2002).
Durante o ciclo de vida, o T. cruzi sofre mudangas morfoldgicas, ultraestruturais e bioquimicas,
passando por trés diferentes formas evolutivas principais, além das formas intermediarias. No
intestino do inseto vetor, a forma epimastigota do T. cruzi se replica, se adere a superficie do
intestino e se transforma em tripomastigotas metaciclicos, que sdo as formas infectivas. Estes
tripomastigotas metaciclicos sdo liberados juntamente com as fezes e urina do barbeiro durante o
repasto sanguineo do mesmo e podem penetrar através das mucosas, das conjuntivas ou de
qualquer les@o presente na pele do vertebrado (figura 2a). Tal invasdo do protozoario é facilitada
por feridas provocadas pelo préprio hospedeiro ao cocar o local da picada (figura 2b).
Conseguindo penetrar na pele, os tripomastigotas sdo fagocitados por macréfagos e ficam no

interior do vacuolo parasit6foro, até romperem sua membrana, quando invadem o citoplasma da

20



21

célula infectada e transformam-se em amastigotas (figura 2c). Estas formas se dividem e se
diferenciam em tripomastigotas, rompendo a célula hospedeira (figura 2d) e caindo na corrente
sanguinea (figura 2e), de onde podem infectar novas células ou migrar para regides mais
distantes, invadindo células de outros dérgdos e tecidos (figura 2f, g). Quando um barbeiro se
alimenta de um mamifero infectado, ele ingere estes tripomastigotas sanguineos (figura 2h), que
se diferenciam em epimastigotas no limen do seu intestino (figura 2i), fechando assim, o ciclo de
vida do protozoario. Esta € a principal forma de transmissdo do Trypanosoma cruzi ao homem,
embora esta também possa se dar de forma congénita, por transfusdo de sangue, transplante de
6rgéos e por via oral, no entanto com menor freqiiéncia (Rey, 2002).

A infeccdo pelo Trypanosoma cruzi € o fator que desencadeia o desenvolvimento da
doenca de Chagas. A doenca foi inicialmente descrita por Carlos Chagas, em 1908, quando foram
caracterizados o protozoario e seu ciclo biolégico. Um ano depois, em 1909, o primeiro caso
clinico da doenca de Chagas foi descrito em uma menina de dois anos de idade, chamada
Berenice. Na ocasido, Carlos Chagas notou que 0s parasitos encontrados no sangue da paciente
eram 0S mesmos Vistos no barbeiro e em outros animais examinados. Os protozoarios obtidos do
sangue de Berenice foram inoculados em animais de laboratorio, onde a doenca se desenvolveu,
culminando com o aparecimento de sintomas (Chagas, 1909; Neves et al, 2005).

A fase aguda da doenga de Chagas pode ser sintoméatica ou assintomatica (mais
freqiente), dependendo do estado imunologico do hospedeiro. Nesta fase ha alteragdes
degenerativas e inflamatorias devido ao grande nimero de parasitos em multiplicacdo no
organismo, podendo ocorrer infecgdo generalizada com lesées no miocéardio, no sistema nervoso
central, no figado, no baco, nas paredes do intestino, etc. Esta fase pode vir acompanhada de
edema bipalpebral unilateral, conhecido com sinal de Romafia, que em muitos casos, representa a

forma mais comum de entrada dos protozoarios no organismo. J& na fase cronica da Doenga de
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Chagas, a evolucdo é lenta. As alteracBes degenerativas e inflamatorias também ocorrem, no

entanto, o numero de parasitos € menor do que na fase aguda, se caracterizando por um periodo

de laténcia que pode ter duracdo de muitos anos. As alteragdes que acontecem no sistema nervoso

tém consequéncias que interferem no funcionamento de todo o organismo. A destruicdo das

células ganglionares pode causar disperistalses (movimento contratil anormal) no tubo digestivo,

hipertrofia e arritmia cardiaca. Essa destruicdo das células ganglionares pode acontecer atraves da

liberacdo de uma neurotoxina secretada pela forma amastigota, por destruicdo direta das células

parasitadas ou por causa da inflamagéo provocada pela presenca dos amastigotas no interior das

celulas nervosas (Coura, 2005).
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Figura 2: Representagdo esquematica do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Revisto por

Macedo, Oliveira e Pena, 2002).
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A doenga de Chagas predomina no continente americano, onde se difunde por diversos
paises, desde a Argentina até o México. Ainda hoje, a doenga prevalece nas habitacdes rurais,
conhecidas como cafuas, onde os barbeiros sdo comumente encontrados. No entanto, isto ndo
exclui a possibilidade de existéncia de casos em regifes urbanas, devido as migragdes e invasdo
do ambiente rural pelo homem. Estima-se que haja entre 12 e 14 milhdes de pessoas infectadas e
60 milhGes sob risco de infeccdo na América Latina, regido onde a doenca é endémica (WHO,

2002).

1.2. AULTRAESTRUTURA DOS TRIPANOSOMATIDEOS

Os tripanosomatideos possuem organelas e estruturas também presentes nas demais
células eucariotas, como nucleo, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e acidocalcisomos.
Entretanto, ha estruturas e organelas que sdo caracteristicas desta familia, como: o0s
reservosomos, localizados na porcao posterior da forma epimastigota do T. cruzi e como 0 nome
sugere, armazenam proteinas e lipideos que desaparecem gradualmente durante o fendmeno de
metaciclogénese; os glicosomos, que contém parte da via glicolitica e outras vias metabdlicas; os
microtibulos subpeliculares, localizados logo abaixo da membrana plasmatica formando um
citoesqueleto responsavel pela rigidez e formato da célula; um flagelo Unico que emerge da bolsa
flagelar e contém a estrutura paraflagelar, que é formada por uma série de filamentos protéicos e
uma mitocondria Unica e ramificada, que possui uma regido alargada chamada de cinetoplasto,

aonde esta contido o DNA mitocondrial (figura 3) (de Souza, 2002; de Souza, 2008).
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Figura 3: Representacdo esquematica da forma epimastigota do T. cruzi. Modificado a partir de
um desenho de Flavia Moreira Leire, Universidade de Oxford (proposto por Docampo et al,
2005).

De um modo geral, encontramos na regido anterior dos tripanosomatideos o corpo basal, o
flagelo, o cinetoplasto, o vacuolo contratil e a bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo. A bolsa
flagelar corresponde a uma invaginagdo da membrana plasmatica, cuja abertura para 0 meio
externo pode estar na extremidade anterior (como nas formas promastigota de Herpetomonas e
coanomastigota de Crithidia), na lateral do corpo do parasito (como na forma epimastigota de

Blastocrithidia e Trypanosoma) ou mesmo na regido posterior (como na forma tripomastigota de
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Trypanosoma). O flagelo tem origem a partir do corpo basal e é formado por nove pares de
microttbulos periféricos e um par central. A este axonema, encontra-se associado um complexo
arranjo de filamentos, conhecido como estrutura paraflagelar. A estrutura paraflagelar é composta
por proteinas majoritarias que sdo codificadas por genes cuja expressao esta ligada a motilidade e

adesdo dos tripanosomatideos (de Souza, 2002; Lacomble et al, 2008).

1.2.1. ONUCLEO

A organiza¢do do ndcleo dos tripanosomatideos se assemelha muito com a de outras
celulas eucariotas, diferenciando-se pelo menor tamanho; pela ndo formacdo de cromossomos
condensados; e pela mitose fechada, ou seja, a membrana nuclear permanece integra durante
todas as etapas do ciclo celular. O envoltério nuclear é provido de poros que permitem a
comunicagdo do ndcleo com o citoplasma da célula e através da membrana nuclear externa,
mantem uma continuidade com o reticulo endoplasmatico (de Souza, 2002). Na regido central do
nacleo se encontra o nucléolo, local da biogénese de ribossomos e dos produtos de genes
ribossomais (Thiry, 1995). O nucléolo dos tripanosomatideos possui espacos bem definidos e da
mesma forma que outras células eucariotas, apresenta regibes ou compartimentos distintos: uma
zona fibrilar central, que contém o DNA-r e é rodeada pela regido densa fibrilar, onde 0 RNA
ribossomal € processado e associado a proteinas para formar as subunidades ribossomais,
observadas na zona granular. Deste modo, a técnica conhecida como TdT (desoxinucleotidil
terminal transferase), que revela a presenca do DNA, marca somente o centro fibrilar. J& a
imunocitoquimica especifica para RNA, mostra marcagdo nas zonas fibrilar e granular, além do

espaco intercromatinico e dos poros nucleares. Em células mitéticas, os componentes do nucléolo
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mantém seu posicionamento central, porém ndo mais como uma estrutura individualizada (Motta
et al, 2003).

No nucleo interfasico do T. cruzi a cromatina aparece compactada em blocos na periferia
do ndcleo, junto & membrana nuclear interna (figura 4-A) (Heywood & Weinman, 1978). Durante
o ciclo celular, o nicleo sofre mudangas na sua organizacdo. No inicio deste processo, quando o
corpo basal estd sendo duplicado, os primeiros sinais da divisdo podem ser notados: a
heterocromatina, antes encontrada junto ao envoltério nuclear, se dispersa, assim como o
nucléolo, dando uma aparéncia mais homogénea a esta organela (de Souza, 2002; Motta et al,
2003). Logo apobs a duplicacdo do corpo basal, quando o cinetoplasto ainda ndo apresenta sinais
de divisdo, os microtdbulos sdo observados no interior do nicleo dos tripanosomatideos
formando o fuso mitdtico. E possivel observar o aparecimento de placas densas, que equivalem
aos cinetocoros, na regido equatorial do nucleo, conectando o DNA condensado aos
microtdbulos. A medida que o processo de divisdo celular avanga, 0 nicleo vai se tornando mais
alongado e o0s cinetdcoros migram para o0s pélos opostos do nucleo (figura 4-B e C) (Solari, 1980;
Ogbadoyi et al, 2000). O ndcleo é dividido ao meio por constri¢do e terminada a divisdo celular,
a cromatina e o nucléolo se reorganizam, adquirindo o aspecto visto no nucleo interfasico onde os

microtibulos nucleares ndo sao mais observados ao microscopio (figura 4-D) (de Souza, 2002).
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Figura 4: (A) Nucleo interfasico com intensa marcagdo na cromatina compactada, que é
observada ap6s o uso do TdT, uma técnica de imunocitoquimica que revela DNA de modo
especifico (Elias et al, 2002); (B-C) Alongamento do nucleo durante o ciclo celular, mostrando a
migracdo dos cinetdcoros (colchetes) para os polos nucleares. (C) Durante a divisdo nuclear,
observa-se a formagdo de uma constricdo no centro do nucleo, com posterior segregacdo do
material genético e a aproximacdo dos cinetocoros dos polos nucleares; (D) Ao final do ciclo,
quando a cariocinese esta quase completa, o nucleo e o nucléolo adquirem o formato
arredondado. Barras = 0,5 um (Ogbadoyi et al, 1999).

1.2.2. O CINETOPLASTO

Os protozoéarios da familia Trypanosomatidae apresentam uma mitocondria Unica e
ramificada que possui uma regido alargada, conhecida como cinetoplasto, localizada
perpendicularmente ao flagelo e ligada ao corpo basal através de associagdes protéicas (Morris et
al, 2000; Motta, 2008). O cinetoplasto abriga 0 DNA mitocondrial, conhecido como KDNA, que
apresenta um arranjo em rede diferente de qualquer outro encontrado na natureza.

Os tripanosomatideos que abrigam um endossimbionte em seu citoplasma, como a

Blastocrithidia culicis e a Crithidia deanei, possuem o cinetoplasto arredondado e a rede de

27



28

kKDNA apresenta uma organizacdo de aparéncia mais frouxa, preenchendo praticamente toda a
matriz mitocondrial, de forma que sobra pouco espaco entre a rede e a membrana mitocondrial
interna (figura 5-A) (Freymuller & Camargo, 1981; Cavalcanti et al, 2007). Nas formas
epimastigota e amastigota do Trypanosoma cruzi 0 KDNA apresenta arranjo compacto e esta
contido em um cinetoplasto com formato de bastéo (figura 5-B), enquanto que no tripomastigota,
0 cinetoplasto apresenta-se em formato de cesta, contendo fibrilas de DNA em um arranjo mais

frouxo (figura 5-C) (revisto por de Souza, 1984).

Figura 5: Diferentes arranjos da rede de kDNA nos tripanosomatideos. (A) B. culicis, uma
espécie com endossimbionte (B) epimastigota de T. cruzi e (C) tripomastigota de T. cruzi. Fotos
A e B retiradas de Cavalcanti et al, 2004; foto C cedida por Juliana Dutra (Laboratério de
Ultraestrutura Hertha Meyer).

A rede de KDNA é formada por centenas de moléculas circulares, os maxicirculos e
minicirculos, que se encontram catenados e tém tamanho, nimero e sequéncias diferentes
(figuras 6 e 7). Os milhares de minicirculos que compdem a rede de KDNA codificam RNAs
guias, 0s quais participam da editoracdo dos transcritos dos maxicirculos, tornando maduros os
mRNAs que codificam proteinas mitocondriais. Os maxicirculos, por sua vez, séo bem menos

numerosos (algumas dezenas) e contém genes responsaveis pela formacdo de RNAs ribossomais
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e proteinas da cadeia respiratoria (Morris et al, 2001; Liu et al, 2005). Os minicirculos tém
tamanho de no maximo 10 kb, enquanto que os maxicirculos, ainda que em menor numero,
possuem cerca de 20 a 40 kb. Juntos, estes circulos representam aproximadamente 30% do DNA

total dos tripanosomatideos (Shapiro & Englund, 1995).

7 LA LT a1y : ety

Figura 6: Microscopia eletronica mostrando um segmento da rede de KDNA purificada de C.
fasciculata. A seta vermelha indica os minicirculos e a seta preta 0os maxicirculos (Morris et al,
2001).
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Figura 7: Esquema representando a rede de KDNA de C. fasciculata, no qual cada molécula esta
ligada a outras trés vizinhas, quando a rede ndo esta em replicacdo. Os circulos da periferia sdo 0s
unicos que se ligam a somente outros dois vizinhos (Shapiro & Englund, 1995).
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A organizacdo do kDNA ¢ feita por uma variedade de enzimas que se encontram
distribuidas de forma caracteristica no cinetoplasto (figuras 8 e 9). Nas extremidades da rede
estdo os dois sitios antipodais, nos quais se localizam enzimas como: topoisomerase do tipo I,
DNA polimerase B e uma endonuclease especifica (SSE1). H& ainda a DNA primase, que se
localiza acima e abaixo da rede, caracterizando uma estrutura de sanduiche e proteinas que sédo
exclusivas da zona cinetoflagelar (KFZ), como as ligadoras de sequéncia universal de
minicirculos (UMSBP) (Morris et al, 2001).

A replicacdo do DNA do cinetoplasto (kDNA) é baseada nos dois modelos biolégicos
melhor estudados, que séo C. fasciculata e T. brucei. Diferentemente da replicagdo do DNA
mitocondrial de células eucariotas superiores, que ocorre independente do DNA nuclear durante o
ciclo celular, o kDNA se replica durante a fase S do ciclo celular e coincide em parte, com a
replicacdo do DNA nuclear (Woodward & Gull, 1990; Elias et al, 2007).

Durante a duplicacdo do kDNA, os maxicirculos e minicirculos sdo duplicados para serem
posteriormente distribuidos igualmente entre as células filhas (Morris et al, 2001; Liu et al,
2005). No processo de replicacdo dos minicirculos (figura 9), estes sdo liberados individualmente
da rede de kDNA pela acdo da topoisomerase Il e chegam até o espaco entre a rede e a membrana
mitocondrial voltada para o corpo basal, conhecido como zona KFZ, onde inicia-se o processo de
duplicacdo dos minicirculos (Morris et al, 2001; Liu et al, 2005).

A replicacdo dos minicirculos tem inicio quando as UMSBP se ligam a seqléncia
universal dos minicirculos, que corresponde a origem da replicagdo (figura 9). Nessa etapa as
primases sintetizam primers de RNA que servem de iniciadores para a sintese de DNA. Os
minicirculos que j& iniciaram a sua replicacdo, conhecidos como a forma intermediaria em theta
(6), migram da zona KFZ para os sitios diametralmente opostos do cinetoplasto. A partir deste

momento, 0s primers sdo removidos dos minicirculos por uma endonuclease especifica (SSE1),
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as lacunas entre os fragmentos de Okazaki sdo preenchidas pela DNA polimerase e 0s

intervalos séo unidos pela DNA ligase.

Figura 8: Microscopia eletrdnica mostrando a zona cinetoflagelar (KFZ), local do inicio da
replicacdo e os sitios antipodais (AS). Em vermelho, a representacdo de um minicirculo da rede
livre. KD = rede de KDNA. Barra = 250 nM (Liu et al, 2005).

Os minicirculos recém-sintetizados que ainda apresentam algum intervalo em sua
seqliéncia sdo religados a periferia da rede de kDNA, adjacente aos sitios antipodais, através da
acdo da topoisomerase Il. Os minicirculos contendo este intervalo, que reflete as etapas finais da
replicacdo do kDNA, diferenciam-se daqueles que ndo sofreram replicacdo, garantindo que cada
minicirculo seja replicado apenas uma vez (Morris et al, 2001; Liu et al, 2005).

Embora o mecanismo de replicacdo dos minicirculos seja bem estudado, pouco se
conhece até o momento sobre a replicacdo dos maxicirculos. Sabe-se que, assim como 0s
minicirculos, eles se replicam de forma unidirecional, formando estruturas do tipo 6. Porém,
diferentemente dos minicirculos, ndo se destacam da rede enquanto sdo replicados (Morris et al,

2001; Liu et al, 2005). Ainda ndo h& informacgdes sobre as enzimas participantes na replicacdo
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dos maxicirculos. O uso de ensaios de RNAIi para a RNA polimerase mitocondrial causou
diminuigcdo dos transcritos mitocondriais em comparagdo com os RNAs nucleares. Além disso,
observou-se perda de maxicirculos sugerindo que, tal como ocorre em outros organismos, esta
enzima estaria envolvida na transcricdo do genoma da mitocéndria (Grams et al, 2002). Sabe-se
que ocorre uma grande mudanga na distribuicdo dos maxicirculos durante o ciclo celular. Nos
periodos antes e no inicio da replicacdo do KDNA, os maxicirculos se distribuem
randomicamente pela periferia da rede. A medida em que a rede se alonga durante a replicagéo,
0s maxicirculos vdo se concentrando na regido central. Apés a replicacdo dos minicirculos e antes
da sua segregacao, 0s maxicirculos permanecem na regido central da rede de circulos replicados.
Apos a divisdo da rede de kDNA, os maxicirculos voltam a se distribuir pela sua periferia

(Hoeijmakers & Weijers 1980; Liu et al, 2009).

Localizacao de:
Ligase ko

Pol B-PAK

Rede de
kDNA

Topolell
Ligase kB Sitio anti-
Pol f podal
SSE1 A ‘ !
Primase \ )

Pol IC KFz

Pol IB
UMSBP

Corpo basal

Figura 9: Modelo de replicacdo do kDNA baseado nos estudos de C. fasciculata e T. brucei. O
esquema mostra a rede de KDNA, ao seu redor as enzimas de replicagdo e os minicirculos que séo
liberados para a zona cinetoflagelar (KFZ) (Adaptado de Liu et al, 2005).
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A replicacdo dos maxicirculos é controlada por uma protease (HsIVVU) semelhante as
encontradas em proteassomos (Li et al, 2008) e por uma helicase (PIF2) (Liu et al, 2009). A
protease HsIVVU degrada reguladores, ainda néo identificados, envolvidos na replicacdo de mini e
maxicirculos, deste modo interrompendo este processo no tempo correto do ciclo celular e
garantindo o tamanho apropriado da rede de kDNA. O papel da HsIVU na replicacdo dos
maxicirculos foi demonstrado através do uso de RNAI para este enzima, 0 que levou a um grande
aumento do nimero de maxicirculos e também de minicirculos (Li et al, 2008). A helicase PIF2
tem como funcdo controlar o nimero de copias dos maxicirculos: o uso de RNAI para esta
proteina resulta na perda de maxicirculos, enquanto que a sua superexpressdao levou a um
aumento do namero destes circulos (Liu et al, 2009).

Apos todas estas etapas da replicacdo, os minicirculos e maxicirculos estdo prontos para
serem distribuidos igualmente entre as duas células filhas ao final do ciclo celular. Esta
segregacdo € mediada por conexdes existentes entre o corpo basal e a rede de KDNA, que
constituem um complexo conhecido como TAC (do inglés Tripartite Attachment Complex), que
envolve ndo apenas os filamentos unilaterais, como também os dominios das membranas
mitocondriais. Acredita-se que o sistema TAC medeia a segregagdo do kDNA, pois o
afastamento dos corpos basais promove a separacdo da rede e a sua distribuicdo entre as duas

celulas-filhas (figura 10) (Liu et al, 2005).
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Figura 10: Modelo para segregacdo da rede de KDNA entre as celulas-filhas. O esquema mostra
os filamentos que fazem a conexdo entre o corpo basal e o cinetoplasto, atravessando as
membranas mitocondriais diferenciadas, o que constitui o complexo Tripartite Attachment
Complex (TAC) (Liu et al, 2005).

1.3. AS TOPOISOMERASES

As DNA topoisomerases sdo enzimas essenciais, que regulam o estado topol6gico do
DNA na célula, estando presentes nos mais variados organismos, como virus, bactérias, archea,
fungos, protozoarios, plantas e mamiferos (figura 11) (Das et al, 2004).

Entre as funcbes das topoisomerases podemos citar a reversdo de superenovelamentos
positivos e negativos da dupla fita de DNA, assim como a catenagdo e decatenacdo dos circulos
que compdem a rede de KDNA, durante os processos de replicacdo, transcri¢cdo, recombinacao e
reparo (Champoux, 2001; Das et al, 2004). A molécula de DNA comporta-se como uma estrutura
fechada que ndo dispde de extremidades livres, assim como as moléculas de DNA circulares. A
importancia destas enzimas esta relacionada a estrutura de dupla hélice do DNA, uma vez que
para a maioria dos processos que requerem o0 acesso a informagdo contida no DNA, ha
necessidade de separar ambas as fitas, ainda que temporariamente, como na transcricdo ou na

recombinacdo, ou de modo permanente, como na replicacdo. Este novo estado ao qual a dupla
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fita é submetida gera um superenovelamento que precisa ser desfeito. E justo ai que as

topoisomerases agem (figura 12) (Champoux, 2001).
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IV, Topo V e Topo VI

Figura 11: Diferentes tipos de DNA topoisomerases encontradas em diferentes espécies. Estas
enzimas sdo encontradas em virus, bactérias, plantas, tripanosomatideos e outros eucariotos
(Adaptado de Das et al, 2004).

Estas enzimas sdo classificadas em dois tipos levando em considera¢do seus mecanismos
de acdo: as DNA topoisomerases do tipo | (topo I) quebram uma das fitas de DNA, enquanto que
as DNA topoisomerases do tipo Il (topo Il) agem clivando ambas as fitas de DNA. A clivagem
do DNA pelas topoisomerases é acompanhada pela formacdo de uma ligagdo transitdria entre um

residuo de tirosina da enzima e uma das extremidades da fita clivada (Lewin, 2001).
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Figura 12: Superenovelamentos produzidos na dupla fita de DNA. (A) DNA com uma
extremidade livre; (B) DNA com extremidades fixas mostrando o superenovelamento; (C) o
movimento da proteina provoca um excesso de giros que se acumulam no DNA a sua frente e um
déficit de giros atras. Quando o enrolamento da dupla hélice no espaco se da na mesma direcéo
do enrolamento das duas fitas de DNA, caracteriza-se o superenovelamento positivo. O negativo
se da em sentido oposto (Adaptado de Alberts et al, 2004).

As topoisomerases sdo subdividas em familias A e B, caracterizada pela capacidade de se

ligar a extremidade 5 fosfato do DNA ou ao terminal 3’ fosfato, respectivamente (tabela 1)

(Champoux, 2001). O subtipo IA inclui as topoisomerases | e Ill de eubactérias e a topo IlI

humana, capazes de remover apenas 0 superenovelamento negativo, sendo para isso necessaria a

36



37

ligagdo com algum ion, como magnésio ou zinco (Das et al, 2004). As topoisomerases da familia
IA sdo codificadas por 3 genes em T. cruzi, T. brucei e L. major, segundo 0 projeto genoma
destes protozoarios (sistema Tritryp). No Trypanosoma brucei os transcritos de RNA sdo
similares para 0s 3 genes, tanto nas formas prociclicas, quanto nas formas sanguineas. Além
disto, sabe-se que a topoisomerase IA mitocondrial encontra-se junto ao KDNA e passa por
mudangas na sua distribuicdo ao longo do ciclo celular. Quando a expressdao desta Topo |
mitocondrial é silenciada por RNA de interferéncia, ha acimulo de circulos com estrutura
intermediéria em theta, indicando o papel desta enzima na replica¢do dos minicirculos (Scocca &
Shapiro, 2008). Além disso, as enzimas pertencentes a familia 1A atuam nos processos de
recombinacdo e reparo, no entanto, a sua funcdo no metabolismo do DNA ainda ndo esta
totalmente definida (Champoux, 2001).

O subtipo 1B agrupa a topo | humana capaz de reverter superenovelamentos positivos e
também negativos, no entanto sem a necessidade de ligagdo com qualquer tipo de ion metélico
para seu funcionamento (Das et al, 2004). As topoisomerases da familia IB atuam na sintese de
DNA e RNA, removendo os superenovelamentos gerados pela maquinaria de replicagéo
(Champoux, 2001). Estas enzimas ja foram purificadas de véarios protozoarios da ordem
Kinetoplastida e sdo as mais bem caracterizadas dentro da familia Trypanosomatidae. Elas sdo
formadas por 2 subunidades: uma que se liga ao DNA e outra com funcdo catalitica, como
descrito em L. donovani. Informacdes a respeito destas duas subunidades distintas também estéo
contidas no genoma do T. cruzi (Bakshi & Shapiro, 2004). E interessante mencionar a perda
coordenada de ambas as subunidades protéicas quando a expressdo de apenas uma delas é
silenciada por RNAI, sugerindo que estas s6 funcionam juntas. Além disso, € importante ressaltar
a importéncia desta enzima para a sobrevivéncia e proliferacdo celular de tripanosomatideos,

assim constituindo um excelente alvo quimioterapico (Bakshi & Shapiro, 2004).
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Tabela 1: Classificacdo das Topoisomerases (Adaptado de Champoux, 2001).

shibatae)

Topoisomerase Subfamilia Subunidades Ta(r;‘:)r;ho
;I’(;)I?)(Jlsomerase | de eubacteéria (E. IA Monomérica 865
;I’(;)I?)(Jlsomerase 111 de eubacteéria (E. IA Monomérica 653
Topo!somerase 111 de fungo (S. IA Monomérica 656
cerevisae)

Topoisomerase Illo de mamiferos A Monomérica 1001
(humana)

Topoisomerase 111 de mamiferos IA Monomérica 862
(humana)

DNA girase reversa de arghea e IA Monomérica 1947
eubactéria (S. acidocaldarius)

Girase reversa de eubactéria (M. IA Heterodimérica A, 358. B,
kandleri)*® 1221
Topoisomerase | de eucarioto IB Monomeérica 765
Topoisomerase de poxvirus IB Monomeérica 314
Topmsqrr(}erase V de eubactéria (M. B Monomérica e
kandleri) —

. - . - GirA, 875.
Girase de eubactéria (E. coli) IHA A,B, heterotetramérica GirB, 804
Topoisomerase IV de eubactéria (E. - ParC, 752.
coli) IHA C,E, heterotetramérica ParE. 630
Topo!somerase Il de fungo (S. HA Homodimérica 1428
cerevisae)

Topoisomerase Ila. de mamiferos HA Homodimérica 1531
(humana)

Topoisomerase 1If de mamiferos HA Homodimérica 1626
(humana)

Topoisomerase 1V de archea (S. 1B A.B, heterotetramérica | A, 389. B, 530

% A espécie mais estudada dentro da familia esté entre parénteses.
® O tamanho da subunidade corresponde ao mais estudado dentro da familia.

®Incluida como a Unica girase reversa conhecida com estrutura heterodimérica.
4 Unico representante conhecido até o0 momento.
® Gene ndo clonado ainda. A proteina purificada tem peso molecular de 110kDa.
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A topoisomerase | humana é a enzima melhor estudada dentro da subfamilia IB e suas

caracteristicas se aplicam a topoisomerases | de outros eucariotos. Esta proteina de 91 kDa se
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divide em quatro dominios distintos: 0 N-terminal que é pouco conservado e contem atividade de
protease; um dominio central que é altamente conservado e que abriga residuos cataliticos, cuja
funcdo é se ligar ao DNA; um terceiro dominio de ligagdo, pouco conservado e por ultimo, o

dominio C-terminal que contem um sitio ativo de tirosina (figura 13) (Champoux, 2001).

Dominio N-terminal - Dominio de Dominio C-
Dominio Central ligacdo terminal
N{ [ V i C
1 215 A q 636 713 765

tamente conservado, se

Pouco conservado, liga a0 DNA, residuos Pouco  Consenvado,
altamente carregado, cataliticos conservado .0
atividade de Tirosina

protease,

Figura 13: Dominios da topoisomerase | humana: dominio N-terminal (branco), dominio central
(cinza), dominio de ligacdo (hachurado) e dominio C-terminal (preto) (Champoux, 2001).

O mecanismo de agdo da topoisomerase do tipo | tem inicio quando a enzima, que possui
uma tirosina no sitio ativo, se liga de forma covalente a um fosfato na fita de DNA e quebra uma
ligagdo fosfodiéster presente numa das fitas. Desfeita esta ligacdo, agora as duas extremidades
estdo livres, podendo girar uma em relagdo a outra, desfazendo a tensdo acumulada. A energia da
ligagdo fosfodiéster original é preservada na ligacdo fosfotirosina, o que permite que a primeira
se restabeleca espontaneamente, regenerando a fita de DNA e liberando a DNA topoisomerase,
que ficara disponivel novamente (figura 14) (Tse et al, 1980; Alberts et al, 2004).

A clivagem da dupla hélice de DNA ¢ realizada pelas topoisomerases do tipo Il. Esta
classe inclui as girases bacterianas (E. coli), a topoisomerase IV de eubactérias e archeas, as
topoisomerases Il de eucariotos e as do tipo 1l humanas (Champoux, 2001; Das et al, 2004). As

topoisomerases do tipo Il ja foram caracterizadas em varios parasitos da ordem Kinetoplastida
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como: C. fasciculata, T. brucei, T. cruzi, L. donovani, L. infantum, L. chagasi e B. saltans.

Embora os genes que codificam esta proteina sejam menores do que os descritos em outros

eucariotos, eles compartilham alguns dominios funcionais e sua similaridade com os genes da

topoisomerase Il humana varia entre 45 e 65% (Fragoso & Goldenberg, 1990; Das et al, 2004).

Da mesma forma que em outros eucariotos, as topoisomerases tipo Il de parasitos consistem em

um dominio N-terminal, que se liga ao ATP; um dominio central, que se liga ao DNA e o

dominio C-terminal, que é pouco conservado (figura 15) (Das et al, 2006).

uma das extremidades da dupla hélice de DNA
néo pode girar em relagio a outra extrenudade

N

\ \——DNA topoisomerase
'/ tipoIcom uma tirosina
no sitio ativo

a DNA topoisomerase se liga
covalentemente a um fosfato do
DNA_ quebrando uma ligagdo

fosfodiester em uma das fitas

as duas extremidades da dupla
hélice de DNA podem agora girar
uma em relagdo a outra, aliviando
a tensdo acumulada

a energia da ponte fosfodiéster original
¢ armazenada na ligacdo fosfotirosina,
tornando a reacdo reversivel

reformacio esponfanea

da ligacdo fosfodiéster
regenera a hélice de DNA
e a DNA topoisomerase

Figura 14: Mecanismo de acdo da DNA topoisomerase tipo | (Adaptado de Alberts et al, 2004).
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Figura 15: Comparacdo dos dominios de topoisomerases Il em diferentes espécies: dominio N-
terminal (cinza), dominio central (&reas cinza e hachurada) e dominio C-terminal (branco)

(Champoux, 2001).

As topoisomerases I agem de forma parecida com as do tipo I, porém se diferenciam pelo

fato de clivarem e religarem as duas fitas do DNA, e ndo apenas uma fita da dupla hélice. A

ligagdo de uma topoisomerase do tipo Il ao DNA € covalente e reversivel, de modo que a dupla

hélice fica interrompida com uma fenda, chamada de fenda protéica. Esta fenda se abre e se

fecha, permitindo assim a passagem da segunda hélice de DNA. Depois que o DNA atravessa a

fenda, ha a reversdo da ligagdo covalente pela topoisomerase I, restaurando uma dupla fita

intacta. A enzima entdo é liberada e as duas duplas fitas de DNA sdo separadas (figura 16)

(Champoux, 2001; Alberts et al, 2004).
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duas duplas hélices : :
de DNA circular - afendada

entrelacadas topoisomerase

& abre e fecha,

pernutindo a

2 passagem da

g segunda hélice
l de DNA

topoisomerase |l

red

da ligagéo
covalente da

uma topoisomerase t&- @’B topoisomerase

do tipo I liga-se restaura uma

covalentemente e de \ . dupla hélice
modo reversivel as 7 intacta
duas fitas de DNA,

interrompendo a

dupla hélice (em =

laranja) e formando
uma“fenda” protéica
duas duplas hélices
de DNA circular
separadas

Figura 16: Mecanismo de acdo da DNA topoisomerase tipo 11 (Adaptado de Alberts et al, 2004).

As topoisomerases desempenham um papel fundamental nos diversos processos celulares,
tais como replicagdo, transcricdo, reparo, recombinacdo e separacdo das cromatides irmas durante
a mitose, de modo a participar diretamente na organizagdo do DNA. Justo por isto, estas enzimas
constituem alvos de estudos quimioterapicos em células tumorais, se estendendo também para
outros modelos bioldgicos, como os tripanosomatideos patogénicos. Nesse sentido, uma série de

inibidores para estas enzimas tém sido identificados (Champoux, 2001; Das et al, 2004).
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1.4. INIBIDORES DE DNA TOPOISOMERASES

Os inibidores de topoisomerases representam um promissor alvo dentro da area de
quimioterapia, devido ao relevante papel que estas enzimas desempenham em diversos
organismos, tanto eucariotos como procariotos. Os avangos quimioterapicos tém permitido
identificar e desenvolver nos dltimos anos uma série de inibidores, classificados em diferentes
grupos, levando em considerac¢do seus mecanismos de acao.

Estes inibidores séo divididos em duas grandes categorias: aqueles capazes de estabilizar
covalentemente o complexo DNA-topoisomerase que sdo conhecidos como “topoisomerase
poisons”, enquanto que os que interferem com a funcdo catalitica da topoisomerase, sem
estabilizar o complexo DNA-enzima, séo chamados de “topoisomerase inhibitors”. Os primeiros
incluem compostos como as quinolonas (que agem nas girases), a camptotecina (cujo alvo é a
topoisomerase | de eucariotos), a doxorrubicina e o etoposideo (que agem nas topoisomerases Il
de eucariotos). Os inibidores abrangem as coumarinas (que agem nas girases e topoisomerases 11
de eucariotos), 0 merbarone e a suramina (inibidores de topoisomerase Il de eucarioto) (Larsen et
al, 2003; Das et al, 2004). De uma forma geral, a literatura costuma denominar todas estas drogas
de inibidores, ndo fazendo a distingéo entre os tipos de droga quanto ao seu modo de acéo.

Um outro tipo mais usual de classificacdo leva em consideragéo o tipo de topoisomerase

alvo, assim distinguem-se os inibidores de topoisomerases do tipo | e os inibidores de

topoisomerases do tipo Il. Entre os inibidores do tipo | estdo a camptotecina, a f-lapachona e seus

derivados. Os inibidores do tipo Il incluem a norfloxacina, o acido nalidixico, o etoposideo, entre
outros, como mostra a figura 17. Ha ainda drogas que agem tanto na topoisomerase | como na I,

sendo chamadas de inibidores duplos (como a intoplicina). Outros inibidores sdo ditos

intercalantes, pois se inserem entre duas bases na molécula de DNA. Ha ainda, as chamadas
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drogas ligantes de DNA (como o berenil), que se ligam a uma determinada regido da dupla-fita

de DNA, conhecida como sulco menor, impedindo a formagdo do complexo DNA-enzima e

interferindo assim, indiretamente na atividade das topoisomerases (tabela 2) (Das et al, 2004;

Motta, 2008).

Tabela 2: Classificacdo dos inibidores de topoisomerases (Adaptado de Motta, 2008).

Classe das Drogas Inibidores Mecanismo de agéo Alvo
Camptotecina
Alcalbides Topotecan Topoisomerase poison Topo |
Irinotecan
Bis naftoquinona Diospirina Topoisomerase poison Topo |
i . Etoposideo . .
Podofilotoxinas Teniposideo Topoisomerase poison Topo Il

Quinolonas

Acido nalidixico
Acido oxolinico

Topoisomerase poison

Girase bacteriana,
topo IV e topo Il de
tripanosomatideos

Norfloxacina

Fluoroquinolonas Ciprofloxacina Topoisomerase poison Topo Il
Ofloxacina
ol Saintopina -
Antibidticos Intoplicina Inibidores duplos Topolell
Novobiocina Inibidor de .
Coumarinas CIorobloglr_la topoisomerase Girase e topo Il
Coumermicina
i . p-lapachona e Inibidor de
Ortho-naftoquinonas derivados topoisomerase Topo'l
Acridinas m-AMSA Topoisomerase poison Topo Il
Acridinas Acriflavina Intercalante de DNA Topo Il
Diminazena Berenil .
aceturada Distamicina Ligante de DNA Topoll
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aclarubicina
suramina

® ATP
novohiocina ®
—
etoposideo

doxorubicina merbarone
mitoxantrone

Figura 17: Ciclo catalitico da DNA topoisomerase Il, mostrando em quais etapas deste ciclo
agem alguns inibidores. O ciclo tem inicio com a ligacdo da enzima a fitas duplas de DNA (verde
e vermelha) (1); Duas moléculas de ATP sdo ligadas ao complexo enzimatico (2); A dupla-fita
vermelha é quebrada (3) e a verde é transportada através desta quebra (4); A dupla-fita vermelha
é entdo re-ligada (5); A dupla-fita verde é liberada através da abertura na regido C-terminal da
enzima, seguida pela hidrolise do ATP (6) e finalmente, 0 dominio N-terminal se abre liberando a
dupla-fita vermelha e permitindo que a enzima se dissocie do DNA (Adaptado de Larsen et al,
2003).

1.4.1 INIBIDORES DE TOPOISOMERASE | DE EUCARIOTOS

As topoisomerases do tipo | de tripanosomatideos sdo alvos atrativos para os estudos
quimioterapicos, uma vez que apresentam diferencas estruturais em seus dominios em
comparagdo as enzimas humanas (Das et al, 2004). Atualmente existem diversas drogas que tém
como propriedade inibir a atividade destas enzimas, sendo que algumas delas ja estdo em fase de
testes clinicos. Em sua maioria, estes testes se referem a ensaios com diferentes tipos de células
tumorais (Bodley & Shapiro, 1994; Sen et al, 2004b; Balafia-Fouce et al, 2006), pois pouco se

sabe ainda sobre seus efeitos em tripanosomatideos, como mostra a tabela 3.
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Tabela 3: Eficacia de diferentes inibidores de topoisomerases do tipo | em doengas causadas por
parasitos da ordem Kinetoplastida (Adaptado de Balafa-Fouce et al, 2006).

Classe do Nome do Atividade contra ?
composto composto
Tripanosomiase | Doenga de | Leishmanioses
Africana Chagas
Camptotecinas Camptotecina ++ 40P +4b + 4 be
Topotecan +++0 - -
Irinotecan +° - -
Topoisomerase | . b be
. . ++ ++
poison do tipo Berberina
néo- ] . b
camptotecina Coralina - + +
DHBA - - ++°
Diospirina - - +4°
Indolocarbazoles +++P - -
Antimoniais +4b
pentavalentes
Ho-33342 - - ++°
Pentamidinas - - -
Berenil - - -
Flavonas - - +4°

& DefinicBes: (+) efeito fraco; (+ +) efeito moderado; (+ + +) efeito forte; (-) ndo investigados.

b Testes in vitro.

¢ Testes em modelos animais.
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I. CAMPTOTECINA

A camptotecina (figura 18) é uma molécula de origem vegetal obtida a partir da espécie
Camptotheca accuminata, nativa da regido central da China, onde é conhecida como &rvore da
felicidade. Este composto age como um inibidor ndo competitivo, ligando-se a topoisomerase | e
formando um complexo estavel, através de ligagcdes covalentes, que impede a re-ligagdo apos a
quebra na dupla-fita de DNA (Balafia-Fouce et al, 2006). Mais especificamente, a camptotecina
age sobre a topoisomerase da subfamilia IB, representando um excelente inibidor deste tipo ja
caracterizado (Das et al, 2008). Dados da literatura mostram uma série de efeitos da camptotecina
em culturas de células, como: inibicdo da sintese de DNA e RNA, bloqueio do ciclo celular na
fase G2/M, ativacdo de mecanismos de reparo do DNA, aberra¢Ges cromossomicas, geragéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e elevacdo dos niveis de P53, que acabam provocando

apoptose das células tratadas (Tsao et al, 1992; Sen et al, 2004a).

Figura 18: Estrutura quimica da camptotecina, um alcal6ide natural de estrutura pentaciclica, cujo
peso molecular é de 348,35 (Bodley & Shapiro, 1995).

Geralmente, a maioria dos relatos da literatura a respeito dos efeitos da camptotecina
concentra-se em testes com células tumorais, nos quais muitos ja se encontram em fase final de

testes clinicos . No entanto, também ha estudos, embora poucos, com tripanosomatideos, como o
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Trypanosoma cruzi (Bodley et al, 1995) e a Leishmania donovani (Sen et al, 2004b). Em 2004,
Sen e colaboradores mostraram que em Leishmania donovani, a camptotecina inibe ndo sé a
proliferagdo celular, mas também o consumo de oxigénio, além de reduzir o potencial de
membrana mitocondrial, alterar o funcionamento da Na*-K*-ATPase e levar a célula & apoptose.
Alem disto, alteracBes ultraestruturais sdo relatadas em L. donovani apos tratamento com
camptotecina, tais como: aumento de vacuolos e corpos lipidicos, presenca de células
arredondadas, perda de cromatina condensada e inchaco mitocondrial. Porém, pouco se sabe
acerca dos efeitos ultraestruturais provocados por esta droga, pois os dados na literatura sdo

€SCassos.

I1. REBECAMICINA

A rebecamicina (figura 19) é um composto isolado de culturas de Saccharothrix
aerocolonigenes e pertence a uma grande classe de agentes com conhecida atividade antitumoral,
os indolocarbazoles (Facompré et al, 2002). Sabe-se que a rebecamicina é capaz de inibir o
crescimento de melanomas, adenocarcinomas e outros tipos de células tumorais através da quebra
simples do DNA mediada pela topoisomerase do tipo | (Sanchez et al, 2006). Embora este
inibidor ja seja usado em células tumorais, praticamente ndo ha relatos sobre seus efeitos em

tripanosomatideos, nem quanto as possiveis modificagdes ultraestruturais.
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Figura 19: Estrutura quimica da rebecamicina, um alcaléide natural de pelo molecular igual a
570,38 (Facompré et al, 2002).

1.4.2 INIBIDORES DE TOPOISOMERASE |l DE EUCARIOTOS

Esta classe de enzimas representa o principal alvo de algumas das drogas usadas com
maior freqiiéncia no tratamento contra o cancer, tais como: merbarone, etoposideo, doxorrubicina

e mitoxantrone (Fortune & Osheroff, 1998).

I. MERBARONE

O merbarone (figura 20) é uma droga que tem sido testada em células tumorais,
principalmente no tratamento contra a leucemia. Entre os seus efeitos destacam-se: a formacéo de
quebras simples na molécula de DNA, o retardo da fase S e o bloqueio do ciclo celular na fase
G2 (Larsen et al, 2003; Otake et al, 2006). O que torna este composto interessante e amplamente
usado é sua capacidade de provocar a quebra do complexo enzima-DNA, sem agir de modo

intercalante e sem se ligar ao sulco menor do DNA. Além disso, esta droga inibe a atividade de
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catenacdo e decatenacdo da topoisomerase Il e induz a apoptose (Ranise et al, 2003). Na
literatura ndo ha descricBes sobre os efeitos desta droga na proliferagdo e ultraestrutura dos

tripanosomatideos.

Figura 20: Estrutura quimica do merbarone, cujo peso molecular é de 263,27 (Fortune &
Osheroff, 1998).

I1. MITOXANTRONE

O mitoxantrone (figura 21), conhecido comercialmente como Novantrone®, é um agente
usado no tratamento de leucemia e outros tipos de cancer. Além do efeito em células tumorais,
este composto também é eficaz contra tripomastigotas sanguineos de T. brucei (Deterding et al,
2005). Ainda que se tenha conhecimento acerca dos efeitos do mitoxantrone neste parasito, ndo

se sabe quais sdo as alteracdes ultraestruturais provocadas pelo mesmo (Deterding et al, 2005).
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Figura 21: Estrutura quimica do mitoxantrone, uma antraquinona de peso molecular igual a
517,40 (Zhang et al, 2008).

1.4.3 INIBIDORES DE TOPOISOMERASE |l DE PROCARIOTOS

O papel desempenhado pela topoisomerase do tipo Il nos tripanosomatideos €
fundamental para a sobrevivéncia dos mesmos, uma vez que essa enzima participa ativamente da
replicacdo e segregacdo da rede de kDNA. Além disto, as topoisomerases sdo importantes
porque, quando inibidas, ha o bloqueio da proliferagdo celular e o aparecimento de alteracdes
ultraestruturais do KDNA (Gonzales-Perdomo et al, 1990; Cavalcanti et al, 2004).

Existe uma série de inibidores de topoisomerases Il de procariotos que sdo disponiveis
comercialmente, como a enoxacina, a ciprofloxacina, a norfloxacina, o &acido nalidixico, a
ofloxacina e outros (Cortazar et al, 2007). Devido a baixa similaridade entre a topoisomerase Il
bacteriana e a de eucariotos, diversos estudos tém enfatizado o potencial destes inibidores como

agentes quimioterapicos promissores (Kang et al, 2008).
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I. NORFLOXACINA

A norfloxacina (figura 22) é classificada como uma fluoroquinolona, dentro do grande
grupo das quinolonas, cujo alvo é a topoisomerase do tipo Il bacteriana (girase). Este grupo inclui
drogas conhecidas clinicamente e que agem como antibibticos, sendo que muitas sdo usadas no
tratamento de infeccbes do trato urinario, entre elas a norfloxacina (Schaeffer, 2002). O
mecanismo de agdo desta droga tem como alvo a subunidade A da DNA girase e da
topoisomerase 1V, interferindo na re-ligacdo da quebra existente na dupla hélice de DNA (Hande,
1998).

Compostos da mesma classe da norfloxacina, como o &cido nalidixico, o etoposideo e a
novobiocina se mostraram eficazes contra a proliferacdo de tripanosomatideos (Cavalcanti et al,
2004). Além disso, sabe-se que as fluoroquinolonas tém atividade in vitro contra T. brucei. Neste
caso, entre diversos compostos avaliados, a norfloxacina foi mais eficaz que a pefloxacina,
fleroxacina e ofloxacina (Nenortas et al, 1999). As fluoroguinolonas também sdo conhecidas por
sua atividade contra linhagens de células tumorais derivadas do sangue, do ovario e da glia

(Rodriguez-Burford et al, 2002; Bernardi et al, 2006).

| OH
(\N N
"y -

Figura 22: Estrutura quimica da norfloxacina, uma fluoroquinolona de peso molecular igual a
319,33 (http://www.sigmaaldrich.com).
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I1. ENOXACINA

A enoxacina (figura 23) compartilha com as demais fluoroquinolonas mecanismos de
acdo similares, ainda que sejam diferentes quanto as suas propriedades farmacocinéticas e ao
espectro de atividade antimicrobial, devido a diferencas nas cadeias laterais destes compostos.
Muitos de seus efeitos sdo conhecidos em fungdo do seu uso em infec¢bes do trato urinario
causadas por E. coli, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter cloacae (Schaeffer, 2002).

Cortazar e colaboradores demonstraram que diversas fluoroquinolonas, entre elas a
enoxacina e a norfloxacina, sdo capazes de inibir a atividade da topoisomerase Il da forma
promastigota de L. panamensis (Cortazar et al, 2007). No entanto, os efeitos destes compostos a

nivel ultraestrutural ainda ndo foram explorados.
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Figura 23: Estrutura quimica da enoxacina, uma fluoroguinolona de peso molecular igual a
320,32 (http://www.sigmaaldrich.com).

1.4.4 DROGAS INTERCALANTES E LIGANTES DE DNA

As drogas ligantes de DNA séo classificadas como compostos que interagem diretamente
com o DNA, assim como os intercalantes (figura 24). No entanto, existem caracteristicas

particulares que permitem separa-los em dois grupos distintos. Os intercalantes se inserem entre
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os pares de base do DNA, levando a uma redu¢do do numero de voltas e do comprimento da
dupla hélice, requerem gasto de energia livre para o estabelecimento da sua insercdo e sdo
favorecidos por pontes de hidrogénio e forca de van der Waals, tornando sua associacdo
constante. J& as drogas ligantes de DNA, diferentemente dos intercalantes, ndo induzem grandes
mudancgas conformacionais no DNA, sdo estabilizadas por interagfes intermoleculares,
geralmente a sua associacdo ao DNA é maior do que a dos intercalantes (aproximadamente 10
M™) e ndo é necessério gasto de energia livre para que ocorra a criacdo dos sitios de ligacdo

(Palchaudhuri & Hergenrother, 2007).

Figura 24: Esquema mostrando a ligacdo de um composto intercalante, como a acriflavina (a) e
de um composto ligante (b), como o berenil ao DNA. Representacdo dos pares de base — amarelo
= C; verde = G; vermelho = A; azul = T (Adaptado de Mukherjee et al, 2008).
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|. BERENIL

O berenil, também conhecido como diminazena aceturata, se liga ao KDNA, nao de forma
intercalante, mas através de interacGes especificas com a regido do sulco menor, principalmente
nos sitios ricos em pares de bases adenina-timina (A-T) (Brack et al, 1972; Peregrine &
Mamman, 1993). Em 1990, Shapiro & Englund demonstraram que o berenil inibe a atividade da
topoisomerase Il mitocondrial de tripanosomatideos. Acredita-se que ao ligar-se ao DNA, o
berenil impede a formacdo do complexo DNA-topoisomerase, 0 que poderia explicar a reducao
da atividade desta enzima (Portugal, 1994).

A diminazena aceturata (figura 25) é comercializada com os nomes de Berenil, Azidina,
Ganaseg, entre outros. Este composto tem sido utilizado para o tratamento contra Trypanosoma e
Babesia spp de gado doméstico, constituindo o principal método de controle destas doencas
(Peregrine & Mamman, 1993; Egbe-Nwiyi et al, 2005). Muitos trabalhos desenvolvidos sobre o
berenil relatam seus efeitos em outros tripanosomatideos (Egbe-Nwiyi et al, 2003; Egbe-Nwiyi et
al, 2005; Witola et al, 2005) ou entdo com a rede de KDNA isolada (Brack et al, 1972). Porém,
ha poucos que discutam seus efeitos no T. cruzi in vitro ou que apontem as alteracGes

ultraestruturais provocadas por essa droga em tripanosomatideos.

NHQ\\ lyhin
+ C NH-N=N C..
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Figura 25: Estrutura quimica do Berenil, cujo peso molecular é igual a 515,52 (Gonzalez et al,
1999).

55



56

I1. DISTAMICINA

Assim como o berenil, a distamicina se liga de forma ndo intercalante a regido do sulco
menor do DNA, de preferéncia a sequéncias ricas em A-T. A afinidade desta ligacéo é favorecida
por interacdes eletrostaticas com a dupla-hélice e forga de van der Waals entre 0 composto e o
sulco menor. Contudo, duas formas distintas de ligag&o ja foram observadas: uma unica molécula
da droga se liga ao sulco menor, fazendo contato com apenas uma das duas fitas ou duas
moléculas da droga entram em contato com o sulco menor, sendo que cada uma delas se liga
somente a uma das duas fitas do DNA (Baliga & Crothers, 2000).

A distamicina (figura 26) é classificada como uma diamidina aromatica, uma classe de
compostos ligantes de DNA que tém atividade descrita em transcriptase reversa de virus
oncogénicos e contra infecgdes por Pneumocystis carinii em pacientes com AIDS (De Clerq &
Dann, 1980; Tidwell et al, 1990; Stockert et al, 1997). No entanto, os efeitos da distamicina na

proliferacéo e na ultraestrutura de tripanosomatideos séo foram ainda descritos.
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Figura 26: Estrutura quimica da distamicina, uma diamidina aromatica de peso molecular igual a
517,97 (Zhang et al, 2008).
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Considerando as propriedades e caracteristicas de cada um dos compostos descritos
anteriormente, pretendemos avaliar seus efeitos na proliferacdo e na ultraestrutura celular de
epimastigotas do Trypanosoma cruzi. Deste modo, poderemos explorar a utilizagdo destas drogas
em tratamentos quimioterdpicos e verificar seus efeitos na organizacdo do DNA nuclear e na rede

de kKDNA deste protozoério.
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2.1. Objetivos gerais

Investigar o efeito de inibidores de topoisomerases e drogas ligantes de DNA na forma

epimastigota do T. cruzi.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito dos inibidores de topoisomerases e das drogas ligantes de DNA:

a) Na forma epimastigota do T. cruzi, considerando:

- a proliferacdo e o ciclo celular;

- a ultraestrutura celular dos tripanosomatideos;

b) Na Blastocrithidia culicis, que foi utilizada como modelo comparativo considerando o

arranjo mais frouxo do KDNA.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. CULTIVO E MANUTENGCAO DOS PARASITOS

Os epimastigotas do Trypanosoma cruzi cepa Y foram mantidos em garrafas de cultura de
células em meio LIT (Camargo, 1964) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) e em
estufa a 28°C. A Blastocrithidia culicis foi cultivada em garrafas de cultura de células em meio
Warren (Warren, 1960) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e mantida em estufa
a 28°C por 24 horas e depois estocada em geladeira.

Os repiques foram feitos duas vezes por semana para o T. cruzi e uma vez para a B.

culicis, ambos contendo 10% de células, 10% de SFB e 80% de meio de cultura.

3.2. AVALIAGCAO DO EFEITO DE INIBIDORES NA PROLIFERAGAO E NA VIABILIDADE CELULAR

O efeito de diferentes compostos na proliferacdo dos epimastigotas de T. cruzi e de B.
culicis, foi avaliado por curvas de crescimento, considerando as contagens do numero de
parasitos vivos, tratados ou ndao (grupo controle) com inibidores. Estas contagens foram feitas em
Cémara de Neubauer, a cada 24 horas. Os parasitos foram mantidos em tubos falcon (TPP)
contendo 5 ml de volume final, utilizando um inéculo inicial de 1,0 x 10° células. A adicdo da
droga na cultura foi feita ap6s 24 horas de crescimento, quando os tripanosomatideos
encontravam-se na fase exponencial de proliferacdo, com cerca de 2,0 x 10° células. Os
protozoarios foram expostos a diferentes concentracdes dos compostos, considerando os dados
disponiveis na literatura. A camptotecina e a rebecamicina foram diluidas em DMSO e testadas
nas respectivas concentragoes: 1, 5, 10, 50 uM (Das et al, 2004) e 1, 5, 10 uM (Facompré et al,

2002). Neste caso, foi feito ainda o controle contendo somente o DMSO, utilizando uma
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quantidade do solvente equivalente a da maior concentragdo de droga testada. O merbarone e o
mitoxantrone, ambos diluidos em DMSO, foram testados nas respectivas concentragdes: 50, 100,
200, 300 uM (Fortune & Osheroff, 1998) e 5, 10, 20, 50 uM (Deterding et al, 2005). A
norfloxacina e a enoxacina foram diluidas em uma solugdo de 100 mM de NaOH e testadas nas
concentragdes de 156, 470, 940, 1560 uM (Nenortas et al, 1999; Cavalcanti et al, 2004; Cortazar
et al, 2007). O berenil e a distamicina foram diluidos em agua bidestilada obtida em aparelho
Milli-Q Plus (Millipore Corporation®) e testados, respectivamente, nas concentragdes de 2, 10,
20, 50 uM (Portugal, 1994; Witola et al, 2005) e 5, 10, 20, 40, 100 uM (Stockert et al, 1997;
Zhang et al, 2008). A B.culicis foi utilizada como modelo comparativo, ja que apresenta arranjo
de KDNA distinto, sendo em geral mais susceptivel a acdo de drogas que afetam o cinetoplasto.
Nesta espécie foram testados diferentes inibidores, como o berenil, a distamicina, a norfloxacina
e a enoxacina, nas mesmas concentragdes citadas anteriormente.

Cada ponto da curva de crescimento foi feito em duplicata e as curvas foram repetidas 3
vezes. Para cada composto testado foi calculado o seu valor de ICs, referente a 72 horas de
crescimento, que representa a concentracdo capaz de inibir a proliferacdo celular em 50%. Além
da curva de crescimento, foi feita a avaliacdo da viabilidade celular utilizando solugéo de azul de
tripan a 0,1%. Para isto, foram retiradas aliquotas do controle e das células tratadas nas diferentes
concentracdes e inoculadas com o azul de tripan por 5 minutos. Apds este intervalo, montou-se
uma lamina, que foi observada em microscépio Optico, que permitiu identificar as células viaveis
e ndo viaveis.

A cura de reversibilidade foi feita do mesmo modo que as curvas de crescimento, como
descrito acima. O diferencial é que neste caso, com 48 horas de crescimento, as culturas foram
lavadas duas vezes em meio LIT, para a remocdo da droga do meio de cultura, e em seguida

mantidas novamente no mesmo volume final de 5ml.
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3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para andlise das alteragBes ultraestruturais causadas pelos compostos avaliados durante
este trabalho, a cada 24 horas era retirada uma aliquota das culturas para o processamento de
microscopia eletronica de transmissdo. As amostras foram inicialmente lavadas em PBS, pH 7,2 e
fixadas em glutaraldeido 2,5% diluido em tampédo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7.2, por uma
hora. Em seguida, foram lavadas e entdo pos-fixadas em solucdo de ferrocianeto de potéssio
1,25% e 6smio 1% diluidos no mesmo tampdo, por 45 minutos. Terminada a etapa de pés-
fixacdo, as amostras foram lavadas em tampdo cacodilato de sodio 0,1M e desidratadas em uma
bateria de acetona em concentragOes crescentes, com intervalos de 10 minutos entre cada
desidratacdo (de 50% até 90% - uma vez e duas vezes 100%). Em seguida, o material foi
infiltrado overnight com uma mistura 1:1 de acetona 100% e resina ep6xi (Polybed). No dia
seguinte, as amostras foram infiltradas em resina pura e 5 horas depois foram emblocadas. Este
material permaneceu 48 horas em estufa a 60°C, até que ja estivesse polimerizado. Os cortes
ultrafinos foram obtidos através de ultramicrotomia em aparelho Reichert (Leica) e contrastados
em acetato de uranila a 5% por 45 minutos e em citrato de chumbo por 5 minutos. As amostras

foram visualizadas em microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss 900.

3.4. PROCESSAMENTO PARA IMUNOCITOQUIMICA

3.4.1. MicroscopPIA OPTICA DE FLUORESCENCIA

Para estudar o efeito dos inibidores no ciclo celular do T. cruzi, as células foram fixadas

em paraformaldeido 4% diluido em PBS e permeabilizadas com detergente Triton X-100 a 1%
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diluido em PBS, por 10 minutos. As células foram entdo aderidas a laminulas previamente
recobertas com Poli-L-lisina. Em seguida, as amostras foram incubadas em solugéo de bloqueio
(PBS pH 8,0 contendo 3% de BSA, 0,5% de gelatina de peixe e 0,02% de Tween 20) por 30
minutos em camara Umida. ApoOs a etapa do bloqueio, as células foram incubadas com o
anticorpo monoclonal especifico para uma proteina flagelar de T. cruzi que é ligante de célcio
(Schenkman et al, 1991) na proporcdo de 1:2, por 1 uma hora. Apos este intervalo, as amostras
foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundario Alexa 488 anti-mouse na proporcao de
1:400, por 45 minutos. Posteriormente, foi feita incubacdo com DAPI (1: 500) por 6 minutos para
marcar o nucleo e o cinetoplasto. Depois de lavadas e secas, as laminulas foram montadas sobre

laminas com N-propil-galato e seladas com esmalte.

3.4.2. TECNICADO TdT

Com o intuito de observar a distribuicdo do DNA no cinetoplasto das células tratadas com
o berenil, foi utilizada a técnica da desoxinucleotidil terminal transferase (TdT). O material foi
preparado seguindo o protocolo de rotina para microscopia eletronica de transmisséo, porém sem
passar pela etapa de pos-fixagdo. As grades contendo os cortes ultrafinos foram incubadas em
solucdo contendo 20 uM de 5’-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), 125 U/ml de TdT e 4 uM de cada
um dos dNTPs (dCTP, dGTP e dATP). Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpo
monoclonal anti-BrdU diluido 1:50 em PBS, lavados e incubados com o anticorpo secundario
anti-camundongo 1gG na proporc¢do de 1:40 acoplado a particulas de ouro coloidal de 10nm de

diametro (Motta et al, 2003).
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4.1. Efeito de Inibidores de Topoisomerase | de Eucarioto

I. Camptotecina

O tratamento da forma epimastigota do Trypanosoma cruzi com a camptotecina mostrou
que a inibicdo da proliferacdo celular comegou logo ap6s as primeiras 48 horas de crescimento,
que equivalem a 24 horas de tratamento com a droga (figura 27-A). Neste momento, ja
observamos um maior nimero de células no controle em comparacdo com as células tratadas. Os
dados da curva de crescimento mostraram que a camptotecina apresentou um alto efeito inibitrio
na proliferacdo celular (ICsp 2,08 uM), sendo este dose-dependente de acordo com as
concentragdes da droga que foram testadas (1, 5, 10 ¢ 50 uM).

E possivel notar que nos pontos de 72 e 96 horas de crescimento, as linhas do gréfico
correspondentes as concentracfes de 5, 10 e 50 uM formam um platd, indicando que ndo houve
proliferacdo da cultura, ou seja, divisédo celular (figura 27-A). Por exemplo, o tratamento com 10
¢ 50 uM de camptotecina, mostrou que o numero de tripanosomatideos permaneceu em torno de
2,0 x 10° células/ml e que os protozoarios estavam viaveis (figura 27-B). Este resultado sugere
que a camptotecina pode interferir nos processos replicativos, assim como nos de transcrigéo,

recombinacéo e reparo do DNA.
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Figura 27: (A) Curva de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi tratado com a
camptotecina. A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento (seta vermelha).
Este resultado representa a média de trés experimentos independentes. As barras verticais
indicam o desvio padréo; (B) Viabilidade celular da forma epimastigota do T. cruzi tratado com a
camptotecina.
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Para verificar a possibilidade das culturas tratadas voltarem a crescer apds as 96 horas de
tratamento com a droga foi feito outro ensaio, nas mesmas condi¢fes dos anteriores, porém neste
a contagem de células foi estendida até 144 horas de crescimento. O resultado mostrou que ainda
assim, o desenho do platd no gréafico se manteve, enquanto que o controle continuava em fase
exponencial (figura 28-A). Neste caso, também foi feito o teste de viabilidade que mostrou que as
celulas se mantiveram viaveis mesmo até 144 horas de crescimento. Além disto, foi feita uma
curva de reversibilidade para verificar se apos a retirada da camptotecina do meio de cultura, o
namero de células voltaria a aumentar. Neste caso, as culturas tratadas foram lavadas com meio
LIT apds 24 horas de tratamento e as contagens seguiram até 168 horas de crescimento.
Comparando os dados obtidos a resultados anteriores, observamos que ndo houve crescimento
das culturas tratadas, mesmo apds a remoc¢do da camptotecina, exceto quando foi utilizada a

menor concentracdo da droga equivalente a 1 uM (figura 29).
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Figura 28: (A) Curva de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi em tempo prolongado na

presenca da camptotecina. A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento (seta
vermelha).
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Figura 28: (B) Viabilidade celular da forma epimastigota do T.
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cruzi tratado com a camptotecina

Figura 29: Curva de reversibilidade da forma epimastigota do T. cruzi tratado com a
camptotecina. A droga foi acrescentada com 24 horas de crescimento (seta vermelha) e apos 48
horas de crescimento, as culturas foram lavadas para remocéo da droga do meio.
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Nas curvas de crescimento, nota-se sempre a presenca de um platd, indicando que as
celulas estdo sofrendo uma alteracdo dos seus processos de replicacdo em funcéo do tratamento
com a camptotecina. Para saber se houve interrupcéo do ciclo celular, os parasitos tratados com a
droga foram observados por microscopia dptica de fluorescéncia, apos incubagdo com DAPI, que
revela nucleo e cinetoplasto, e com anticorpo anti-flagelo. Em seguida, foi feita a quantificagdo
dos protozoarios, levando em consideracdo os diferentes padrdes morfologicos adquiridos pela
forma epimastigota do T. cruzi ao longo do ciclo celular, como ja bem descrito (Elias et al, 2007-
figura 30-A). As contagens indicaram um grande nimero de células tratadas apresentando dois
flagelos, dois corpos basais, um cinetoplasto e um nucleo, o que as caracteriza na fase G2. Ja as
células controle apresentavam, em sua maioria, parasitos com um flagelo, um corpo basal, um
cinetoplasto e um nucleo - caracteristicas que permitem reconhecer que 0s protozoarios estdo na

fase G1/S do ciclo celular (figura 30-B, C).
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Figura 30: Em (A), esquema das mudangas morfoldgicas da forma epimastigota do T. cruzi
durante o ciclo celular. As fases sdo identificadas por G1, S (sintese), G2, M (mitose) e ClI
(citocinese). Em G1, as células sdo identificadas pela presenca de 1 nucleo, 1 cinetoplasto e 1
flagelo. Na fase S ocorre a duplicagdo do DNA do nucleo e do cinetoplasto, porém todas as
organelas ainda séo de copia Unica. Em G2, o novo flagelo comeca a emergir da bolsa flagelar e o
cinetoplasto se segrega. Na mitose ocorre divisdo do material genético do ndcleo e na citocinese,
divisdo das duas células-filhas (Elias et al, 2007). Em (B), contagem dos padrdes celulares
considerando o nimero de ndcleos (N), cinetoplastos (C) e flagelos (F) ap6s 48h de tratamento
com a camptotecina. Nota-se que houve um aumento do nimero de células em G2 apdés
tratamento com a droga. Em (C), imagens de imunofluorescéncia mostrando os padrdes do ciclo
celular do T. cruzi, onde: | corresponde ao padrdo de G1 (1F1C1N); Il corresponde a fase G2
(2F1C1N). Setas amarelas apontam o novo flagelo; Il corresponde a mitose (2F2C1IN) e IV a
citocinese (2F2C2N). Barras = 3 pm.

% de células
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Tendo conhecimento do efeito da camptotecina na proliferacdo e no ciclo celular do T.
cruzi, em uma etapa seguinte partimos para a observacéo das possiveis alteracdes ultraestruturais
causadas por este composto através de analise por microscopia eletrénica de transmissdo. Para
isto, as caracteristicas ultraestruturais das células tratadas com diferentes concentrag¢fes da droga
foram comparadas com aquelas de uma célula controle (figura 31). O tratamento dos parasitos
com a camptotecina levou a uma intensa descompactagéo da heterocromatina nuclear (figura 32),
que na célula controle aparece de maneira bem caracteristica ao redor do nucléolo e junto do
envoltério nuclear (figura 31). Tal alteracdo foi observada logo nas primeiras 24 horas de
tratamento com a droga na concentragdo de 50 uM. O mesmo resultado foi obtido em
concentra¢des menores, como 5 uM apos 48 horas e 10 uM por 72 horas de tratamento (figura
32). Esta descompactacdo da heterocromatina periférica permitiu a visualizacdo de estruturas
eletrondensas no interior do ndcleo, ndo vistas no controle. Tais pontos eletrondensos podem
representar os corpusculos de Cajal, regiGes nucleares onde ocorrem a formacdo e maturagdo das
ribonucleoproteinas que formam os spliceossomos, que estdo envolvidos no processamento do
RNA-m (splicing). Além da descompactacdo da heterocromatina nuclear, houve também inchago

mitocondrial, porém sem interferéncia na organizacao da rede de KDNA (figura 32).
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Figura 31: Células controle de epimastigotas de T. cruzi. Em (A) é possivel ver o nucleo,
nucléolo (nu) e a heterocromatina (ht) localizada junto ao envoltorio nuclear. Notar a presenca de
um Unico cinetoplasto (c), corpo basal (cb) e flagelo (f), o que caracteriza células na fase G1/S. A
seta indica a saida do citéstoma; Em (B) é possivel ver o nucleo (n), a heterocromatina
compactada em blocos distribuida pelo nucleo (ht), o cinetoplasto arqueado (c) em formato de
bastdo, dois corpos basais (cb), dois flagelos (f), e ainda a bolsa flagelar Gnica (bf),
caracterizando uma célula na fase G2.
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Figura 32: Microscopia eletronica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi tratados com
camptotecina. Em (A), células tratadas com 50 uM por 24 horas. Nota-se a descompactacéo da
heterocromatina nuclear ao redor do nucléolo (nu) e o inchago mitocondrial j& no inicio do
tratamento (asterisco); Em (B), 10 uM por 48 horas, mostrando o desaparecimento da
heterocromatina e o surgimento de estruturas eletrondensas (setas). Notar também, o inchago
mitocondrial (asterisco); Em (C), ainda 10 uM por 48 horas, onde observa-se o nucléolo (nu) sem
cromatina perinucleolar juntamente com as estruturas eletrondensas que podem equivaler aos
corpusculos de Cajal (setas).
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1. Rebecamicina

O tratamento com a rebecamicina causou redugdo do numero de parasitos logo nas
primeiras 24 horas de tratamento com 10 uM e com 48 horas na concentragdo de 5 pM (figura
33-A). De modo semelhante ao observado para a camptotecina, a curva de crescimento referente
a rebecamicina mostrou um platd ap6s o uso da maior concentragdo da droga (10 uM), indicando
que houve uma interrup¢do no ciclo celular, como descrito anteriormente. De outro modo, a
concentracdo de 1 uM ndo causou um efeito significativo, uma vez que o nimero de parasitos
neste caso foi muito similar ao do controle (figura 33-A), diferentemente do efeito causado pela
camptotecina, onde houve uma significativa queda na quantidade de parasitos apds tratamento
com esta mesma concentracdo da droga (figura 27-A). A rebecamicina, assim como a
camptotecina, também apresentou alto efeito inibitdrio na proliferacdo das formas epimastigotas
do T. cruzi e um valor de 1Csp igual a 6,04 uM. Importante mencionar que a viabilidade celular
dos parasitos ndo se mostrou afetada apos o tratamento com este inibidor (figura 33-B).

Ao nivel ultraestrutural, a rebecamicina provocou o inchago mitocondrial das células apos
tratamento com 5 uM por 48 horas, entretanto a ultraestrutura do kDNA ndo se apresentou
alterada. Apos o crescimento dos protozodrios na presenca de 10 uM de rebecamicina pelo
mesmo intervalo de tempo, foi possivel notar que as células apresentavam o desaparecimento da
heterocromatina (figura 34), da mesma forma que foi relatado com as células tratadas com a

camptotecina (figura 32).
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Figura 33: (A) Curva de crescimento da forma epimastigota de T. cruzi tratado com a
rebecamicina. A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento (seta vermelha).
Este resultado representa a média de trés experimentos independentes. As barras verticais
indicam o desvio padrdo; (B) Viabilidade celular dos epimastigotas de T. cruzi tratados com a
rebecamicina.
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Figura 34: Microscopia eletronica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi tratados com
rebecamicina. Em (A), células tratadas com 5 pM por 48 horas, mostrando o inchago
mitocondrial (asterisco), entretanto o arranjo do kDNA n&o é alterado. Em (B), células tratadas
com 10 uM por 48 horas, onde nota-se 0 desaparecimento da heterocromatina condensada na
matriz nuclear e ao redor do nucléolo (nu).
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4.2. Inibidores de Topoisomerase Il de Eucarioto

. Merbarone

O merbarone foi testado em concentragfes bem maiores do que as utilizadas para
inibidores de topoisomerase | de células eucaridticas. Inicialmente, o tratamento foi feito com
concentragdes abaixo de 100 uM, que praticamente ndo surtiram efeito, o que nos levou a testar
concentragdes maiores nas curvas seguintes. Como € possivel ver na figura 35-A, houve dose-
dependéncia no tratamento com a droga, entretanto a concentragdo mais alta utilizada (300 uM),
manteve 50% das células ainda em crescimento. De todos 0s compostos testados, este foi o que
mostrou menor efeito na proliferacdo celular dos epimastigotas, apresentando o maior valor de
ICs0 (338,17 uM). Quanto a viabilidade celular, também ndo houve alteracdo provocada pelo
merbarone em 100% das células tratadas (figura 35-B).

Ao nivel ultraestrutural, o merbarone ndo provocou grandes alteracdes dos parasitos
tratados, com excecdo de inchago mitocondrial. Mesmo apos o tratamento com 300 UM da droga,
que foi a maior concentracdo testada, ndo foram observadas descompactacdo do KDNA ou da

heterocromatina nuclear (figura 36).

78



79

a ] N
A T.cruzi Y com Merbarone
35
30 ; —e—controle
€ 25 w—oA | —m—cont. com DMSO
(_U& 20 /T 50uM
= 100uM
o 15 g
o % —x— 200uM
— 10 3
—e— 300uM
° .,_./E/‘;\///{
0 — : :
0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
g tempo ICso= 338,17 uM
s _ N
B T.cruzi Y com merbarone
101 +———— I — —
g 81 - - - - - -
=
; 61 O 48 horas
z O 72 horas
D41 - | | | | | | | D96 horas
(]
©
S 21 H - - - - - 2
1 T T T T
controle cont. 50uM 100uM  200uM  300uM
com
DMSO N
L concentracdes )

Figura 35: (A) Curva de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi tratado com o merbarone.
A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento (seta vermelha). Este resultado
representa a média de trés experimentos independentes. As barras verticais indicam o desvio
padrédo; (B) Viabilidade celular dos epimastigotas do T. cruzi tratados com o merbarone.
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Figura 36: Microscopia eletronica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi tratados com
merbarone. Em (A), célula tratada com 300 uM por 72 horas mostrando inchago mitocondrial
(asterisco) sem alteracdo da rede de KDNA. Em (B), cinetoplasto em maior aumento mostrando

arranjo semelhante ao controle.
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I1. Mitoxantrone

O efeito do mitoxantrone na proliferacdo da forma epimastigota do T. cruzi foi
significativamente maior em comparacdo ao merbarone, 0 que pode ser observado através do
grafico que representa a curva de crescimento de células tratadas com a droga (figura 37-A). E
possivel notar que a proliferacdo celular comegou a sofrer inibicdo logo apds 24 horas de
tratamento. Nos tempos de 72 e 96 horas de crescimento, esse efeito tornou-se mais forte e ndo se
observou mais a proliferacdo das células tratadas quando as maiores concentra¢fes da droga
foram testadas (10-50 uM). Interessante notar que a quantidade de células ndo diminuiu quando
foram utilizadas concentragdes igual ou superior a 10 pM (figura 37-A). A curva de crescimento
do mitoxantrone se assemelha bastante com a da camptotecina, incluindo o valor do ICs
equivalente a 5,37 UM, o segundo mais baixo entre os compostos testados. O grafico da
viabilidade mostra que ndo houve alteracdo das celulas tratadas por este composto (figura 37-B).

Assim como 0 merbarone, este composto ndo causou alteragdes na ultraestrutura do
cinetoplasto ou do ndcleo, porém levou a perda de contetdo dos reservossomos (figura 38), que
pode ser observada com 72 horas de tratamento com a droga. E curioso notar que embora o
mitoxantrone seja um inibidor de topoisomerase, 0 seu efeito principal se deu ao nivel de uma

organela que ndo contem DNA.
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Figura 37: (A) Curva de crescimento da forma epimastigota de T. cruzi tratado com o
mitoxantrone. A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento (seta vermelha).
Este resultado representa a média de trés experimentos independentes. As barras verticais
indicam o desvio padrdo; (B) Viabilidade celular dos epimastigotas de T. cruzi tratados com o
mitoxantrone.
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Figura 38: Microscopia eletronica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi tratados com
mitoxantrone. Em (A) e (B), perda de contelido dos reservosomos (setas) dos parasitos tratados
com 20 uM por 72 horas. O inset em (B) mostra um reservosomo de uma célula controle.
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4.3. Inibidores de Topoisomerase 11 de Procarioto

l. Norfloxacina

O tratamento com a norfloxacina ndo promoveu uma grande inibicdo da proliferacéo
celular na forma epimastigota do T. cruzi mesmo apds 72 horas de tratamento, exceto em celulas
tratadas com 1560 uM da droga. Como se pode ver no grafico que representa a curva de
crescimento (figura 39-A), o efeito da norfloxacina foi bem inferior ao da camptotecina, da
rebecamicina e do mitoxantrone que apresentaram os mais baixos valores de ICso. No caso da
norfloxacina, o 1Cs (974 uM) é téo alto quanto o observado para 0 merbarone.

A norfloxacina foi testada também na Blastocrithidia culicis, que vem sendo utilizada
pelo nosso grupo como modelo comparativo. Isto porque sabemos que 0 KDNA desta espécie, e
de todos os outros tripanosomatideos que contém simbionte, apresenta um arranjo mais frouxo.
Este fato parece estar relacionado & maior susceptibilidade destes protozoarios & acdo de
inibidores que tém como alvo o cinetoplasto (Cavalcanti et al, 2004; 2008). Quando tratada com
a norfloxacina, a B. culicis apresentou uma reducdo consideravel da sua proliferacdo, como pode
ser visto na figura 39-B. Tal inibi¢do € dose-dependente e comegou a ser observada logo apos as
primeiras 24 horas de tratamento com a droga, aumentando nos tempos seguinte. Apos 96 horas
de crescimento das células em presenca de 156 uM de norfloxacina, havia apenas um terco do
ndmero de protozoarios quando comparado ao controle. J& o tratamento com 1560 uM (maior
concentracédo testada) pelo mesmo tempo reduziu em nove vezes a proliferacdo celular. Nestes
mesmos pontos da curva de crescimento do T. cruzi, observa-se que com 156 uM ndo houve
reducdo do nimero de parasitos e com 1560 uM havia apenas trés vezes menos células em

comparacdo ao controle (figura 39-A). A viabilidade celular das células tratadas com a
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norfloxacina ndo sofreu alteragGes, assim como aconteceu no tratamento com as outras drogas

(figura 40).
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Figura 39: Curvas de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi (A) e da B. culicis (B)
tratados com a norfloxacina. A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento
(seta vermelha). Este resultado representa a média de trés experimentos independentes. As barras
verticais indicam o desvio padrdo. Observa-se que a norfloxacina tem maior efeito na

proliferacdo celular da B. culicis (B) em comparagdo com o T. cruzi (A).
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Figura 40: Viabilidade celular da forma epimastigota do T. cruzi tratado a norfloxacina.

O tratamento com a norfloxacina ndo promoveu alterag@es ultraestruturais do ndcleo, do
cinetoplasto e nem da mitocondria dos epimastigotas de T. cruzi (figura 41-A e C). E interessante
ressaltar que sendo a norfloxacina um inibidor de topoisomerase do tipo 11, que tem fundamental
participacdo na organizagédo e replicagdo no DNA do cinetoplasto, era esperado que houvesse
alguma modificacdo na topologia do KDNA pela acdo inibitoria da droga. Contudo, o efeito
observado foi a intensa vacuolizacdo do citoplasma de células tratadas (figura 41-A). Ja a
ultraestrutura do cinetoplasto da B. culicis tratada com a norfloxacina sofreu alteragdes. Como
pode ser visto na figura 41-D, a rede de KDNA deste tripanosomatideo apresentou compactacéo
das fibrilas de DNA e o centro do disco apresentou eletrondensidade maior do que o observado

em células controle (comparar figura 41-B e D).
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Figura 41: Microscopia eletrénica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi e B. culicis
tratados com norfloxacina. Em (A), T. cruzi tratado com 470 uM por 48 horas, onde é possivel
observar a vacuolizagdo do citoplasma (setas); Em (B), controle de B. culicis, mostrando o
cinetoplasto (c), o ndcleo (n) e o simbionte (s). O inset mostra um cinetoplasto em maior
aumento; Em (C), cinetoplasto de T. cruzi em maior aumento, mostrando o arranjo sem
alteracdes; Em (D), cinetoplasto de B. culicis tratada com 940 uM por 72 horas, onde o0 KDNA
apresenta maior compactacdo (setas). A regido central da rede também mostra-se mais
eletrondensa e compacta (cabeca de seta branca).
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1. Enoxacina

A enoxacina apresentou um efeito bem mais acentuado na proliferagéo celular dos
epimastigotas de T. cruzi quando comparado ao da norfloxacina, que também pertence & mesma
classe de inibidores, observando-se um valor de I1Csy muitas vezes menor (163 uM) (figura 42-
A). Com apenas 24 horas de tratamento com a enoxacina ja foi possivel notar uma queda da
proliferacdo celular em comparacdo ao controle, sendo esta acentuada nos tempos seguintes.
Apos tratamento com 156 uM de enoxacina por 48 horas, houve queda de 50% no numero de
parasitos, quando comparado ao controle. Tal resultado s6 foi obtido com a norfloxacina, ap6s o
uso de 940 uM por 48 horas. Além disso, a enoxacina apresentou um efeito dose-dependente, que
se tornou mais evidente no final da curva de crescimento, quando houve uma grande diferenca
entre 0 numero de células tratadas em relacdo ao controle (figura 42-A). As células tratadas pela
enoxacina mostraram 100% de viabilidade (figura 43).

Seguindo 0 mesmo raciocinio dos experimentos feitos com a norfloxacina, a enoxacina
também foi testada na Blastocrithidia culicis. A curva de crescimento indicou que a B. culicis
sofreu maior inibicdo da sua proliferagdo em comparacdo ao T. cruzi. Esta diferenca ja pode ser
percebida apds 48 horas de tratamento com a menor concentracdo da droga utilizada (156 pM),

quando ndo mais observamos proliferacéo celular (figura 42-B).
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Figura 42: Curvas de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi (A) e da B. culicis (B)
tratados com a enoxacina. A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento (seta
vermelha). Este resultado representa a média de trés experimentos independentes. As barras
verticais indicam o desvio padrdo. Observa-se que a enoxacina tem maior efeito na inibicéo da

proliferacdo celular

da B. culicis (A) em comparacdo ao T. cruzi (B).
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Figura 43: Viabilidade celular da forma epimastigota do T. cruzi tratado com a enoxacina.
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Em epimastigotas de T. cruzi, a ultraestrutura das células tratadas com a enoxacina sofreu

um ligeiro afastamento entre as membranas nucleares interna e externa, ja observado apos o

tratamento com 156 uM por 48 horas. Apesar disto, a organizagdo do nucleo e do cinetoplasto

ndo foi afetada (figura 44-A). Quanto a ultraestrutura celular de B. culicis, houve uma

compactacdo da rede de KDNA em células tratadas (figura 44-B), sendo esta menos intensa do

que aquela observada quando estes protozoarios foram submetidos ao tratamento com a

norfloxacina (figura 41-C).
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Figura 44: Microscopia eletronica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi e B. culicis
tratados com enoxacina. Em (A), T. cruzi tratado com 156 wM por 48 horas. E possivel notar o
ligeiro afastamento entre as membranas nucleares interna e externa (setas); Em (B), cinetoplasto
de B. culicis tratada com 940 uM por 48 horas, mostrando uma compactacdo das fibras do
KDNA.
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4.4. Drogas Ligantes de DNA

|. Berenil

Nas concentracdes mais baixas, de 2 e 10 uM, o berenil praticamente ndo inibiu a
proliferacdo dos epimastigotas de T. cruzi, ao contrario das concentragdes de 20 ¢ 50 uM, quando
foi observada uma reducdo do nimero de células tratadas em comparacdo ao controle, a partir de
48 horas de tratamento (figura 45-A). A curva de crescimento mostra que houve proliferagéo
celular dos epimastigotas tratados, ainda que esta ndo tenha sido nas mesmas proporgdes do
grupo controle, indicando que mesmo sob a acdo do berenil, as células ainda conseguiram se
dividir. O teste de viabilidade com azul de tripan mostrou que 100% das células tratadas estavam
viaveis (figura 46).

O berenil também foi testado na B. culicis, porém o seu efeito ndo foi maior do que aquele
observado no T. cruzi, ao contrario do que se esperava, uma vez que a B. culicis geralmente é
mais sensivel a acdo de drogas que afetam o cinetoplasto (figura 45-B). A curva de crescimento
com a B. culicis apresentou um ICsg (46, 73 uM) praticamente duas vezes maior do que o obtido

no tratamento com o T. cruzi (20, 25 uM).
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Figura 45: Curvas de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi (A) e da B. culicis (B)
tratados com o berenil. A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento (seta
vermelha). Este resultado representa a média de trés experimentos independentes. As barras

verticais indicam o desvio padrdo. Neste caso, a B. culicis ndo foi mais susceptivel que o T. cruzi
ao tratamento com este composto.
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Figura 46: Viabilidade celular da forma epimastigota do T. cruzi tratado com o berenil.

Os epimastigotas de T. cruzi tratados com berenil sofreram alteragcdes ultraestruturais
totalmente diferentes de quaisquer outras descritas anteriormente (figura 47). No inicio do
tratamento com este ligante (48 horas) ja se pode notar o aparecimento de perfis de membrana em
meio a rede, que parecem corresponder a invaginacdes da membrana mitocondrial interna (figura
47-A e B). Observaram-se mudancas na organizagdo do cinetoplasto, onde regides menos
eletrondensas foram observadas geralmente na periferia da rede (figura 47-C e D). Apds
tratamento mais prolongado (72 horas), ocorreu o aparecimento de inchago mitocondrial e de um
ponto eletrondenso junto ao sitio anti-podal (figura 47-E). Em B. culicis, a mudanca no arranjo do
kKDNA é diferente daquela observada em T. cruzi. Neste caso, as alteragcdes sdo semelhantes
aquelas observadas apds o tratamento da norfloxacina, quando foi observada maior compactagdo

do KDNA e uma regido mais eletrondensa no centro da rede (figura 47-F).
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Figura 47: Microscopia eletrénica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi e B. culicis
tratados com berenil. Em (A), T. cruzi tratado com 20 uM por 48 horas. E possivel notar a
desorganizacdo do arranjo do KDNA; Em (B), cinetoplasto em maior aumento, onde sdo vistos 0s
perfis de membrana em meio ao KDNA (setas) e a continuidade da membrana mitocondrial
interna com um dos perfis (cabega de seta); Em (C), T. cruzi tratado com 20 uM por 48 horas.
Notam-se regides menos eletrondensas junto a rede de kDNA (seta); Em (D), T. cruzi tratado
com 10 uM por 72 horas. Novamente é possivel ver os perfis de membrana, além de regides
menos eletrondensas (seta) e inchago mitocondrial (m); Em (E), T. cruzi tratado com 10 uM por
72 horas, mostrando um ponto eletrondenso na regido do sitio anti-podal (seta); Em (F),
cinetoplasto de B. culicis tratada com 10 uM por 72 horas, onde pode-se ver as regides de maior
compactacdo da rede de KDNA (setas). Notar que a alteracdo no arranjo do KDNA é diferente
daquela observada em T. cruzi.
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Inicialmente, acreditava-se que as regibes menos eletrondensas do cinetoplasto
corresponderiam a sitios de descompactacdo da rede, através de decatenacdo, dos maxi e
minicirculos que compdem o KDNA. Utilizamos ent&o, a técnica do TdT que identifica 0 DNA
com especificidade. A comparagdo entre células controle e as tratadas mostraram que as
primeiras apresentavam marcacao por toda a rede de KDNA (figura 48-A). Porém, observando as
imagens das células tratadas, notou-se que a regido compactada foi marcada pelas particulas de
ouro e aquela que corresponderia & descompactacdo da rede ndo apresentou nenhuma marcagdo
(figura 48-B e C). Este resultado indica que a area eletronlucente ndo contém DNA e portanto

ndo pode equivaler a regido contendo os maxi e minicirculos decatenados.

96



97

Figura 48: Microscopia eletronica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi submetidos a
técnica do TdT. Em (A), celula controle mostrando a marcacdo na heterocromatina nuclear e
auséncia de marcacdo no nucléolo (nu). Notar que também ha marcacdo na rede de kDNA do
cinetoplasto. Em (B) ¢ (C) 10 uM por 72 horas. Nota-se que a regido menos eletrondensa na
extremidade do cinetoplasto ndo foi marcada pelo TdT, indicando n&o ser composta por DNA.
Em (D), célula tratada com 50 uM de berenil por 72 horas, onde pode-se observar a marcagéo
distribuida pelo KDNA e uma regido que provavelmente contém membrana mitocondrial
invaginada (seta).

I1. Distamicina

A distamicina ndo apresentou resultado equivalente ao berenil, embora sejam compostos
incluidos na mesma classe. Considerando o grafico da curva de crescimento (figura 49-A), a
proliferagdo dos epimastigotas de T. cruzi apos tratamento com 5, 10, 20 e 40 uM por 72 horas é
bastante similar, ocorrendo uma ligeira queda no nimero de protozoarios quando a concentracdo

de 100 uM foi testada neste mesmo tempo. Inclusive, esta maior concentragdo do ligante mostrou
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efeito semelhante ao observado apos tratamento com 20 uM de berenil por 72 horas. De acordo
com estes resultados, o valor do 1Csp da distamicina (98, 58 uM) é quase 5 vezes maior do que o
observado para o berenil (20, 25 pM). Da mesma maneira que o berenil, os resultados na inibi¢do
da proliferacdo s6 comecaram a ser vistos ap0s 72 horas de crescimento, porém de um modo
menos pronunciado (comparar as figuras 45-A e 49-A). O efeito da distamicina na proliferacdo
celular de B. culicis mostrou-se bastante parecido com o observado em T. cruzi, com valores de
ICso bem préximos entre si (figura 49-B). O teste de viabilidade com azul de tripan mostrou que
100% das células tratadas estavam viaveis (figura 50).

Os epimastigotas tratados com a distamicina ndo apresentaram mudancas ultraestruturais
nem mesmo no cinetoplasto, diferentemente do observado com o berenil (figura 51-A e B).
Células de B. culicis tratadas com a distamicina sofreram compactacdo do KDNA, porém ndo tao

intensa quanto aquela que foi observado apds o tratamento com o berenil (figura 51-C).
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Figura 49: Curvas de crescimento da forma epimastigota do T. cruzi (A) e da B. culicis (B)
tratados com a distamicina. A droga foi acrescentada a cultura com 24 horas de crescimento (seta
vermelha). Este resultado representa a média de trés experimentos independentes. As barras
verticais indicam o desvio padrdo. Neste caso, a B. culicis ndo foi mais susceptivel que o T. cruzi
ao tratamento com este composto.
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Figura 50: Viabilidade celular da forma epimastigota do T. cruzi tratado com a distamicina.
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Figura 51: Microscopia eletrénica de transmissdo de epimastigotas de T. cruzi e B. culicis
tratados com distamicina. Em (A), T. cruzi tratado com 100 pM por 72 horas. Nao foram
observadas alteragdes na ultraestrutura do protozoario, nem mesmo no cinetoplasto; Em (B),
cinetoplasto de T. cruzi em maior aumento mostrando o arranjo sem modificagbes; Em (C),
cinetoplasto de B. culicis tratada com 100 uM por 72 horas, mostrando um aumento na
compactacdo do KDNA.
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Tabela 4: Inibidores de topoisomerases e ligantes de DNA testados, segundo a sua classificacéo,

espécies nas quais foram testados, valor de ICs € as principais estruturas celulares que sofreram
alteracéo da sua ultraestrutura.

Espécie na qual

Estruturas celulares

Dl Cleegse foi testada 1Cs0 alteradas
Camptotecina Inibidor de topo | T. cruzi 2,08 uM Nucleo e mitocéndria
P de eucarioto ' MO
- Inibidor de topo | . . A
Rebecamicina de eucarioto T. cruzi 6,04 uM Nucleo e mitocondria
Merbarone Inibidor de topo Il T. cruzi 338,17 uM Mitocondria
de eucarioto
. Inibidor de topo 11 .
Mitoxantrone de eucarioto T. cruzi 5,37 uM Reservossomos
Norfloxacina Inibidor de topo 11 T. cruzi e B. 974uM; menor Cinetoplasto
de procarioto culicis que 156 uM (B. culicis)
Enoxacina Inibidor de topo 11 T. cruzi e B. 163 uM; menor Cinetoplasto
de procarioto culicis que 156 uM (B. culicis)
. . T. cruzi e B. 20,25 puM; .
Berenil Ligante de DNA culicis 4673 uM Cinetoplasto
. . . T. cruzi e B. 98,58 uM; Cinetoplasto
Distamicina | - Ligante de DNA culicis 101,11 uM (B. culicis)
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5. DISCUSSAQ
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As DNA topoisomerases foram reconhecidas como um alvo promissor na terapia contra o
cancer no final da década de 1980 (Diaz-Gonzalez et al, 2009). O interesse nas topoisomerases
esta relacionado a participacéo destas enzimas em diferentes processos celulares essenciais, como
na replicagdo, transcricdo e recombinacdo do DNA. Além disso, a elucidagdo do mecanismo de
acado e a caracterizacdo da estrutura cristalina das topoisomerases fornecem conhecimentos sobre
seu funcionamento, permitindo a identificacdo e o desenvolvimento de uma ampla variedade de
inibidores para estas enzimas (Champoux, 2001; Das et al, 2004).

As topoisomerases se mostram um interessante alvo de drogas contra células tumorais, no
entanto, seus efeitos em tripanosomatideos ainda ndo foram totalmente explorados. Na literatura
ha relatos mostrando que as topoisomerases de tripanosomatideos se distinguem das
topoisomerases de seu hospedeiro humano, apoiando a ideia de que as drogas que tém como alvo
estas enzimas nestes protozoarios constituem um potencial objeto de estudo na area de
quimioterapia contra estes parasitos (Balafia-Fouce et al, 2006).

Um dos inibidores mais amplamente testados e cujos efeitos ja foram melhor
caracterizados é a camptotecina, que comegou a ser usada em células tumorais em meados da
década de 1970. Contudo, somente em 1985 é que a topoisomerase | foi apontada como alvo da
camptotecina. Até entdo, acreditava-se que o seu alvo eram as topoisomerases do tipo 11, ja que
muitos outros agentes antitumorais interferiam na atividade destas enzimas (Hsiang et al, 1985;
Pommier, 2006).

Com base nos resultados descritos neste trabalho, é possivel afirmar a capacidade da
camptotecina em inibir intensamente a proliferacdo celular dos epimastigotas de T. cruzi,
causando um efeito dose-dependente e apresentando o menor valor de 1Csp (2,08 uM) entre todos
0s inibidores testados. Resultados similares foram obtidos por Sen et al em 2004a, quando a

camptotecina foi testada em diferentes espécies do género Leishmania. Deste modo, observou-se
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que L. major, L. donovani, L. tropica e L. amazonensis foram altamente sensiveis a camptotecina
em baixas concentracfes e ap0s poucas horas de tratamento, chegando a 95% a taxa de inibi¢do
da proliferagdo celular destes protozoarios.

Uma caracteristica marcante da curva de crescimento obtida com o tratamento do T. cruzi
com a camptotecina, foi a formagdo de um platd apds o uso das concentragdes de 5, 10 e 50 uM
por 72 horas. Isto indica que o nimero de células vidveis se manteve praticamente 0 mesmo, ndo
havendo replicacdo das células tratadas. Além disto, a curva de reversibilidade sugere que o
mecanismo de reparo das células tratadas pode ndo ter sido suficiente para que 0s parasitos
voltassem a se dividir, considerando a agdo irreversivel da camptotecina. Exceto em protozoarios
tratados com 1 uM da camptotecina, pois estes conseguiram crescer novamente apos a retirada da
droga do meio de cultura. Estes dados sugerem que haja uma interrup¢cdo dos mecanismos de
replicacdo, transcricdo e reparo de DNA nas células tratadas com a camptotecina.

A camptotecina age se ligando simultaneamente ao DNA, através de interagdes
hidrofobicas, e a topoisomerase por pontes de hidrogénio, formando assim um complexo ternario,
chamado de complexo de clivagem (Pommier, 2006). Inserida nesse complexo, a camptotecina
interfere na re-ligacdo da quebra da fita simples feita pela topoisomerase do tipo I. Deste modo,
seu principal mecanismo citotoxico é desencadeado durante a fase S do ciclo celular, devido a
colisdo entre a forquilha de replicacdo e o complexo ternério, levando assim & quebra da dupla
fita de DNA e causando interrupcdo do ciclo na fase G2/M, com consequente ativacdo de sinais
envolvidos no reparo de DNA (Hsiang et al, 1989; Desai et al, 2001; Teicher, 2008). O bloqueio
do ciclo celular na fase G2/M também pode ocorrer em funcdo da inibicdo da ativacdo do
complexo p34°“*/ciclina B, responséavel por regular a transicio entre as fases G2 e mitose. Ainda
durante a fase S, a ciclina B se acumula continuamente até a mitose, quando sera degradada. Este

4cdcz

acumulo da ciclina B é essencial para a ativacéo da p3 e para a continuidade do ciclo celular.
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Porém, na presenca da camptotecina ndo ha a degradagdo da ciclina B, que é mantida em altos
niveis ainda na fase G2, logo ndo ocorre ativagdo da p34°2 havendo conseqiente interrupcédo do
ciclo nesta fase (Tsao et al, 1992).

Como visto neste trabalho, quando o T. cruzi foi tratado por 48 horas com a camptotecina,
houve um aumento do namero de células que apresentavam caracteristicas morfoldgicas da fase
G2 do ciclo celular. Deste modo, acredita-se que sob efeito da droga, estes tripanosomatideos nao
conseguem dar continuidade ao processo de diviséo celular, ficando assim estacionados na fase
G2. Parte dos protozoarios alcanca as etapas seguintes do ciclo celular, pois encontrava-se além
da fase S, quando a droga surte maior efeito. E preciso considerar que as células tratadas no
estavam sincronizadas, dai ndo observarmos um efeito sincrénico em toda a cultura.

Os efeitos da camptotecina ndo estdo restritos apenas ao processo de replicagdo. Durante a
transcricdo, a topoisomerase € requerida para remover os superenovelamentos do DNA e para
participar como co-fator de enzimas que atuam durante o splicing, porém na presenca da
camptotecina, estas etapas sdo blogueadas (Pommier, 2006). Além disso, sabe-se que 0 uso de
elevadas concentragcfes da droga por tempos prolongados promove apoptose, como ja descrito
inclusive em tripanosomatideos (Tsao et al, 1992; Sen et al, 2004a).

Os mecanismos relacionados a sensibilidade e a resisténcia de células a camptotecina
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se que existe um grande grau de variagcdo dessa
sensibilidade/resisténcia que ndo esta ligada aos niveis do acimulo da camptotecina e nem ao
namero de complexos ternarios formados, mas sim aos eventos que acontecem apos a formagéo
deste complexo. Muitos destes eventos ja foram identificados, como a interrup¢do do ciclo na
fase G2, ativacdo do fator nuclear kB e estabiliza¢do da p53, todos estes ligados a respostas aos
danos causados no DNA (Desai et al, 2001). Recentemente, foi identificado um evento que nao

esta relacionado a mecanismos de reparo, através do qual a presenga da camptotecina induziria a
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regulacdo negativa da topoisomerase | via sistema ubiquitina/proteasoma 26S, através da
marcacdo da enzima com a ubiquitina ou proteinas da familia SUMO e consequiente degradacdo
pelos proteasomas. Quando a topoisomerase | é regulada negativamente, poucos complexos
estardo presentes nas células e consequentemente, espera-se que estas células sejam mais
resistentes ao efeito letal da camptotecina. Dessa forma, este processo tem sido apontado como
uma resposta eficaz para neutralizar os efeitos da formagdo do complexo topo I-camptotecina-
DNA (Desai et al, 2001).

Observamos no desenvolvimento deste projeto, que a principal modificacdo ultraestrutural
causada pela camptotecina em epimastigotas de T. cruzi foi a descompactacdo da heterocromatina
nuclear. Em tripanosomatideos a heterocromatina organiza-se de maneira muito caracteristica:
formando blocos compactos junto ao envoltério nuclear ou na periferia do nucléolo (Heywood &
Weinman, 1978). Em células tratadas com camptotecina, a heterocromatina aparece
completamente descompactada, algo semelhante ao observado quando o T. cruzi é submetido a
radiac@o do tipo v, sugerindo que mecanismos de reparo foram acionados (Nardelli et al, 2009).
N&o menos freqiente, apds o tratamento com a camptotecina foi observado inchago mitocondrial,
porém a organizacdo do KDNA permaneceu inalterada. Este mesmo efeito foi relatado por Sen et
al em 2004a em L. donovani, aléem de DNA nuclear descompactado e presenca de blebs de
membrana, sendo que este Ultimo efeito ndo foi observado em T. cruzi.

A rebecamicina esta incluida na classe dos indolocarbazoles, que apresentam um grande
potencial antitumoral. Estes compostos sdo inibidores de topoisomerase | ndo derivados da
camptotecina e estdo em fase avancada nas pesquisas clinicas contra o cancer (Pommier et al,
2006). A rebecamicina inibiu a proliferagdo celular do T. cruzi de forma muito parecida com a

camptotecina. Nota-se que também houve um platd na curva de crescimento e um ICso bem
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baixo. Além dos efeitos em células tumorais e no T. cruzi, a rebecamicina apresenta baixo valor
de ICs no tratamento contra a forma sanguinea do T. brucei (Deterding et al, 2005). No presente
estudo, observamos que as alteracGes ultraestruturais causadas pela rebecamicina foram
equivalentes aquelas ocasionadas pela camptotecina, como inchago mitocondrial sem
modificagdo da organizagdo do kKDNA e descompactacdo da heterocromatina. No entanto os
efeitos apresentados foram menos intensos e apareceram quando maiores concentracfes da droga
foram usadas em tempos mais prolongados de tratamento.

Analisando os efeitos da camptotecina e da rebecamicina em epimastigotas do T. cruzi,
observamos que apesar das alteragbes mitocondriais, a rede de KDNA manteve a sua topologia.
De acordo com os dados da literatura, a organizacdo do kDNA conta com a participacao principal
da topoisomerase do tipo Il e ndo com a topoisomerase do tipo | (Liu et al, 2005), que é o alvo
destes compostos. Isto explicaria em parte, a conservacdo do arranjo do KDNA nas células
tratadas por estes dois inibidores.

O merbarone, um inibidor da topoisomerase do tipo Il de eucariotos, teve efeito muito
inferior aos demais compostos testados. Mesmo em concentragdes elevadas, observamos pouca
inibicdo da proliferagdo celular dos epimastigotas do T. cruzi. A microscopia eletronica de
transmissdo mostrou que as alteracbes ultraestruturais das células tratadas se resumiram ao
inchagco mitocondrial. Este composto age impedindo que a topoisomerase Il religue a quebra da
dupla-fita de DNA, o que torna esta enzima um importante alvo desta droga (Fortune & Osheroff,
1998). Os efeitos do merbarone sdo mais conhecidos em células tumorais, nas quais este inibidor
se mostra mais eficaz contra a topoisomerase do tipo Il do que contra 0 mesmo tipo de enzima
em eucariotos inferiores. Foi demonstrado que em humanos a inibicdo do relaxamento do

superenovelamento negativo feito pela topoisomerase Il ocorreu com o uso de apenas 40 uM
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(ICs) da droga, j& em levedura e Droshophila, estes valores subiram para 700 e 350 pM,
respectivamente (Fortune & Osheroff, 1998).

O mitoxantrone, que também é um inibidor da topoisomerase do tipo Il de eucariotos, foi
um dos trés compostos que apresentaram melhor efeito inibitério na proliferacdo celular do T.
cruzi. De modo semelhante ao observado nos tratamentos com a camptotecina e a rebecamicina,
a curva de crescimento também apresentou um platd, indicando que ndo houve proliferagdo dos
parasitos tratados. Em 2005, Deterding et al demonstraram que o mitoxantrone tem alto efeito
tripanomicida contra a forma sanguinea do T. brucei, apresentando desempenho equivalente ao
de outras duas drogas (pentamidina e suramina) usadas comercialmente contra este parasito.
Apesar de ser um inibidor de topoisomerase, 0 mitoxantrone ndo acarretou modificacdes
ultraestruturais nem no ndcleo, nem no cinetoplasto. Apenas 0S reservosomos apareceram
alterados mostrando perda de contetdo, o que pode estar relacionado com a ativacdo do processo
de diferenciacdo da forma epimastigota para a forma tripomastigota. Esta diferenciacdo pode ser
desencadeada pelo estresse causado pela presenca da droga no meio de cultura.

A norfloxacina pertence a classe das quinolonas, compostos com atividade bactericida
conhecida, cujo alvo é a topoisomerase do tipo Il de procariotos, também conhecida como girase
(Schaeffer, 2002). A topoisomerase do tipo Il é essencial para a sobrevivéncia dos
tripanosomatideos, o que é demonstrado pelo fato de inibidores da topo Il, tanto de eucariotos
como de procariotos, interromperem a proliferacdo e a diferenciacdo celular, além de
promoverem alteracdes na ultraestrutura da rede de KDNA destes protozoarios (Gonzéles-
Perdomo et al, 1990; Cavalcanti et al, 2004). Apesar do seu efeito conhecido sobre as
topoisomerases do tipo Il, o resultado obtido com a norfloxacina foi inferior ao esperado, uma
vez que outros compostos que também pertencem ao grupo das quinolonas, como o acido

nalidixico e a novobiocina se mostraram mais eficazes em inibir a proliferacdo celular do T.

109



110

cruzi. Isto porque, o &cido nalidixico foi capaz de inibir 50% da proliferacdo de epimastigotas na
concentracao de 246 pg/ml e a novobiocina causou lise de parasitos apos tratamento com 940 uM
(300 pg/ml) e 1560 uM (500 ug/ml) da droga (Cavalcanti et al, 2004). J& com a norfloxacina,
observamos que a inibicdo de 50% s6 foi obtida ap6s o uso de 974 uM (311 pg/ml) e ndo houve
lise das células tratadas nem mesmo quando a concentragdo testada foi de 1560 uM (500 pg/ml).

A respeito da B. culicis, que foi usada como modelo comparativo, a inibicdo da
proliferacdo provocada pela norfloxacina foi bem maior do que a observada com o T. cruzi,
sugerindo que esta primeira espécie seja mais sensivel ao efeito deste composto. A maior
susceptibilidade da B. culicis aos inibidores de topoisomerase Il de procariotos também foi
reportada por Cavalcanti et al em 2004, ao testarem o &cido nalidixico e concluirem que este
protozoario sofreu queda na sua proliferacdo a partir do tratamento com este inibidor.

Além de ndo interferir em grande escala na proliferacdo celular, a norfloxacina ndo
modificou significativamente a ultraestrutura do T. cruzi, isto porque a Unica alteracdo observada
foi a vacuolizagdo do citoplasma, ao contrario do &cido nalidixico e da novobiocina que
promoveram leve compactagdo das fibras do KDNA e seu destacamento da membrana do
cinetoplasto, respectivamente. Ja a B. culicis se mostrou mais sensivel aos efeitos da
norfloxacina, com alteragfes no arranjo do kDNA, que tornou-se bem mais compacto, tal como
foi relatado com o acido nalidixico (Cavalcanti et al, 2004). O efeito mais pronunciado na
organizacdo das fibrilas de DNA que compdem o cinetoplasto de B. culicis, pode estar
relacionado ao arranjo mais frouxo, que facilitaria 0 acesso da droga, ou seja, a sua ligacdo ao
kDNA.

A enoxacina se mostrou mais eficaz em inibir a proliferacdo celular do T. cruzi em
comparacgdo com a norfloxacina. De acordo com a curva de crescimento, a enoxacina parece agir

de modo mais rapido, pois seu efeito ja pbde ser observado apds as primeiras 24 horas de
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tratamento com a droga. Além disto, o crescimento celular foi bastante afetado, mesmo apds o
uso de concentragcBes mais baixas (como 156 e 1560 puM), o que ndo foi visto com apds o
tratamento com a norfloxacina. Quando comparada com outras quinolonas que possuem
atividade anti-proliferativa em T. cruzi, como o acido nalidixico, a taxa de inibicdo da enoxacina
foi maior do que a destes dois compostos. O tratamento com 50 pg/ml de enoxacina por 72 horas
foi suficiente para inibir a proliferacdo em 50%, fato este que s6 aconteceu com concentragdes 5
e 6 vezes maiores do acido nalidixico e da novobiocina, respectivamente. Em B. culicis, 0s
resultados obtidos com a norfloxacina coincidem com aqueles descritos para o acido nalidixico
(Cavalcanti et al, 2004). No entanto, a enoxacina foi o inibidor de topoisomerase 1l de procarioto
que causou maior queda na proliferacdo celular da B. culicis.

Apesar de apresentar um efeito consideravel na proliferacdo celular, a enoxacina ndo
promoveu alteracGes significativas na ultraestrutura do KDNA no T. cruzi, diferentemente do
acido nalidixico que foi testado por Cavalcanti e colaboradores em 2004. As modificacdes vistas
foram uma maior compactagdo do kDNA da B. culicis e o afastamento entre as membranas
interna e externa do ndcleo observado em ambas as espécies de protozoarios.

Os relatos sobre o tratamento com o berenil em tripanosomatideos descrevem efeitos
associados preferencialmente a rede de KDNA. Tal especificidade pode ser explicada pelo fato do
berenil se ligar aos sitios ricos em adenina e timina, que constituem cerca de 60% do DNA do
cinetoplasto. Quando ligado a regido do sulco menor do DNA, o berenil impede que a
topoisomerase do tipo Il interaja com o kDNA, o que pode ser considerado um dos fatores
responsaveis pelos efeitos tdxicos provocados por este composto (Brack et al, 1972). O berenil
foi capaz de inibir a atividade da topoisomerase do tipo Il em epimastigotas de T. cruzi: 20 uM
promoveram 51% de inibicao da atividade da enzima, ja o uso de 200 uM de berenil, resultou em

percentual inibitério de 90%. Contudo, a taxa de inibicdo da atividade da topoisomerase Il ndo
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aumentou acima desta concentracdo, sugerindo que o berenil reduz, porém ndo abole
completamente, a atividade da enzima (Portugal, 1994). No presente trabalho, o tratamento da
forma epimastigota de T. cruzi com o berenil, mostrou maior efeito na inibicdo da proliferacéo
apos 0 uso de concentracdo igual ou superior a 20 uM. Esta concentragdo corresponde ao 1Csg
encontrado (20,25 uM) e coincide com o que foi relatado anteriormente por Portugal, 1994. Ja
em B. culicis, o berenil ndo causou queda da proliferacdo celular e seu efeito foi ainda menor do
que aquele provocado em T. cruzi, ao contrério do que foi observado com os inibidores de
topoisomerase do tipo Il de procarioto.

O efeito do berenil no T. cruzi que mais chamou a atencdo ndo foi com relagdo a queda da
proliferacdo, mas sim quanto a modificacdo na ultraestrutura do cinetoplasto dos parasitos
tratados. Observa-se uma desorganizagdo atipica do arranjo do KDNA, que ndo foi vista apos o
tratamento com nenhum outro inibidor testado. Considerando o tempo e a concentracdo da droga,
a desorganizacdo da rede aconteceu gradativamente, intensificando-se até o aparecimento de uma
regido menos eletrondensa, tanto no meio da rede, como nas suas extremidades, que equivalem
aos sitios anti-podais. Este rearranjo poderia equivaler a decatenacdo, ou liberagdo, dos maxi e
minicirculos da rede de KDNA que compdem o cinetoplasto. Entretanto, os resultados obtidos a
partir da técnica imunocitoquimica do TdT, mostraram que tais regides ndo contém DNA, logo
ndo podem corresponder a sitios que possuem circulos decatenados. Além destes, outros efeitos
observados foram a invaginacdo da membrana mitocondrial interna e a presenga de um ponto
mais eletrondenso localizado lateralmente ao KDNA, que poderia equivaler a uma concentragao
de enzimas que atuam na replicacdo do cinetoplasto, como a topo Il , a pol B e a primase.

O efeito do berenil na ultraestrutura da B. culicis foi similar ao observado em protozoéarios
tratados com a norfloxacina, o acido nalidixico e a novobiocina, ou seja, 0 KDNA apresentou-se

mais compactado. E interessante notar que mesmo ndo impedindo a proliferacio celular nas
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mesmas propor¢des dos outros inibidores, o berenil causou o mesmo tipo de modificacdo
ultraestrutural. O que também chama a atengdo neste caso & que o berenil produz efeitos
diferentes no T. cruzi e na B. culicis. Enquanto no T. cruzi a regido que abriga o0 KDNA
apresentou regides com diminuigdo da eletrondensidade, na B. culicis o efeito foi de compactacao
do kDNA. Este fato pode estar relacionado as diferencas topoldgicas apresentadas pelo DNA do
cinetoplasto nestas duas espeécies.

Em 1972, Brack e colaboradores constataram que o KDNA do T. cruzi tratado com o
berenil por 4 dias apresentava um aumento na propor¢do do nimero de minicirculos que estavam
em replicacdo. Este relato vai de encontro aos dados obtidos por Portugal (1994), que mostrou
que o berenil impede a liberagdo dos minicirculos que precisam ser replicados. Desse modo, a
hipotese da decatenacdo das moléculas circulares do KDNA apds tratamento com o berenil
poderia ser descartada por dois motivos: primeiro pela auséncia de marcagdo com o TdT nas
regides de menor eletrondensidade do cinetoplasto e segundo pelo fato desta droga ser capaz de
impedir a liberacdo dos maxi e minicirculos da rede. Assim, estes dados ddo margem para outras
investigacBes, como verificar a presenca e acimulo de proteinas, ou ainda de RNA, nas regides
eletronlucentes onde a ultraestrutura do cinetoplasto foi alterada. Outro efeito do berenil, descrito
por Delain et al em 1971, diz respeito ao aparecimento de células discinetoplasticas, ou seja,
células que retém as membranas mitocondriais, mas que perdem o conteido do KDNA. Este
relato vai de acordo com o que foi mencionado acima, pois uma vez que 0s minicirculos ndo sao
liberados da rede, ndo ha como ocorrer duplicacéo e posterior distribuicdo deste material genético
entre as células-filhas, resultando assim no aparecimento de células sem DNA mitocondrial.

A distamicina, ainda que seja um composto da mesma classe que o berenil, apresentou
menor efeito tanto na proliferagdo, como na ultraestrutura do T. cruzi, 0 mesmo ocorrendo com a

B. culicis, que costuma ser mais sensivel a acdo de drogas que tém o cinetoplasto como alvo.
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Considerando o efeito das drogas ligantes do DNA, o berenil e a distamicina ndo inibiram a
proliferacdo da B. culicis tanto quanto a norfloxacina e a enoxacina, que mostram efeitos
similares aos do acido nalidixico. Estes resultados corroboram a idéia de que os inibidores de
topoisomerases do tipo Il de procariotos costumam apresentar maior efeito sobre a proliferacdo
da B. culicis (Cavalcanti et al, 2004).

E importante notar que alguns compostos pertencentes & mesma classe tiveram efeitos
diferentes, tanto na proliferacdo celular como na ultraestrutura. Entre eles estdo: o merbarone e o
mitoxantrone, ambos inibidores de topoisomerases do tipo Il de eucarioto, porém o mitoxantrone
inibiu cerca de 6 vezes mais a proliferagdo do T. cruzi do que o merbarone. O mesmo foi
observado para as drogas ligantes de DNA, como o berenil e a distamicina, pois o berenil foi
mais eficiente na inibicdo da proliferacdo celular e ao promover notaveis alteracdes na
ultraestrutura dos tripanosomatideos tratados, o que ndo foi observado com a distamicina. Tais
diferencas podem estar relacionadas as propriedades quimicas de cada composto, a
permeabilidade das células a drogas, a sensibilidade dos protozoarios a topoisomerases e a
prépria afinidade da droga pelo seu alvo.

Ainda que os inibidores testados tenham provocado as mais diversas modificagdes
ultraestruturais e mesmo aqueles que ndo causaram grandes mudancas, houve um efeito comum a
praticamente todos eles, que foi o inchago mitocondrial. Isto mostra que a mitocondria de
tripanosomatideos é susceptivel a uma série de compostos e ndo é por acaso que esta organela
tem sido estudada como alvo quimioterapico nos Gltimos 20 anos. E ainda, o que contribui para o
grande interesse nesta organela sdo os importantes papéis desempenhados por ela, tais como o
metabolismo de fosforilacdo oxidativa que resulta na producdo de ATP (Sen & Majumder, 2008).

Nos dltimos anos a pesquisa para o tratamento de doencas causadas por

tripanosomatideos, como é o caso da doenga de Chagas, vem avancando consideravelmente.
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Toda essa pesquisa inclui o desenvolvimento e a aplicagdo de drogas, o conhecimento das suas
moléculas alvo e a compreensdo dos seus mecanismos de acdo. Entre estas drogas testadas,
muitas delas sdo usadas contra células tumorais, sendo as topoisomerases dos tipos | e Il um alvo
importante. Uma vez que essas enzimas sdo essenciais para diversos processos bioldgicos que
envolvem o DNA, é crescente o interesse em estuda-las como alvo quimioterapico, o que vem
ganhando forca a partir da aplicacdo de diferentes terapias com resultados satisfatorios. No geral,
as topoisomerases dos tripanosomatideos tém muitas caracteristicas em comum com as enzimas
humanas, no entanto existem pequenas diferencas que as distinguem e que incentivam o
desenvolvimento de novos quimioterapicos contra estes protozoarios. Justo por isso, essas
enzimas constituem um alvo essencial para o futuro controle terapéutico de parasitos causadores

de doencas negligenciaveis, que ainda ndo receberam a devida atengdo que merecem.
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6. CONCLUSQOES
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Entre as 4 classes de compostos testados, os inibidores de topoisomerase | de eucariotos,
como a camptotecina e a rebecamicina, foram os que mostraram maior efeito na proliferagédo

celular de epimastigotas de T. cruzi, apresentando os valores de I1Cso mais baixos.

A camptotecina foi 0 composto que causou maior inibicdo da proliferacdo celular em T. cruzi,
além de promover parada na fase G2 do ciclo celular. Ao nivel ultraestrutural, esta droga
promoveu intensa descompactacdo da heterocromatina nuclear, sugerindo a ativacdo de

mecanismos de reparo do DNA.

O mitoxantrone foi um dos compostos que apresentou melhor resultado contra a proliferagéo
celular. Entre todos os demais, que néo séo inibidores de topo I de eucariotos, foi aquele que

mostrou menor valor de 1Cs.

A B. culicis foi mais sensivel ao tratamento com inibidores de topoisomerase do tipo Il de
procarioto em comparagdo ao T. cruzi, apresentando maior queda na proliferagcdo celular e

modificagdes evidentes no arranjo do KDNA.

Inibidores de topo Il de procariotos ndo ocasionaram mudancas na organizagdo do kDNA do

T. cruzi, 0 que pode estar relacionado ao arranjo bem compactado de suas fibras.

O berenil levou a uma notével desorganizacdo do KDNA e ao aparecimento de invaginagdes
da membrana interna mitocondrial, como observado em T. cruzi. Ja B.culicis mostrou maior

compactacdo do KDNA. Estes efeitos diversos nas duas espécies de tripanosomatideos podem
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estar associados a diferengas no arranjo topoldgico que o DNA do cinetoplasto apresenta em

cada uma delas.

= Qs efeitos observados pela camptotecina na proliferacdo celular e na ultraestrutura nuclear,

assim como as alteragdes promovidas pelo berenil no cinetoplasto, suscitam interesse no

estudo dos mecanismos de acdo destas drogas em tripanosomatideos.

= Compostos pertencentes a mesma classe apresentam efeitos distintos na proliferacdo e na

ultraestrutura, o que pode estar relacionado a permeabilidade celular e & sensibilidade das

topoisomerases dos tripanosomatideos a cada composto.

= As topoisomerases constituem um excelente alvo quimioterapico em tripanosomatideos.
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