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Resumo

A familia Trypanosomatidae compreende protozoarios flagelados, que apresentam uma
estrutura tipica, o cinetoplasto, que contém o DNA mitocondrial (kDNA) organizado em
circulos catenados. Esta organizacdo unica da rede de kDNA e a susceptibilidade do
cinetoplasto a uma grande variedade de compostos, torna esta estrutura um potencial
alvo quimioterapico. O kDNA apresenta diferentes arranjos que variam de acordo com a
espécie e o estagio de desenvolvimento, sendo também modificado pela presenca de
uma bactéria simbidtica. Neste trabalho, nos analisamos os efeitos da acriflavina, um
agente intercalante de DNA, no crescimento celular, na ultraestrutura do cinetoplasto e
no consumo de O, da forma epimastigota do Trypanosoma cruzi e de Blastocrithidia
culicis. Estas espécies foram escolhidas por apresentarem diferentes arranjos da rede
de KDNA. Para analisar o efeito da acriflavina na proliferacdo celular, os protozoérios
foram cultivados com diferentes concentracdes da droga (1 a 50 pg/ml). Considerando
o tempo de geracdo dos tripanosomatideos, apos cada 12 ou 24 horas, parte da cultura
era removida para contagem de células, para o processamento por microscopia
eletrbnica de transmissao ou para medidas do consumo de O,. Nossos resultados
mostraram que a acriflavina promove uma inibicdo da proliferacéo celular de maneira
dose-dependente, além de gerar protozoarios discinetoplaticos em ambas as espécies.
Andlises ultraestruturais mostraram que o tratamento com acriflavina promove uma
drastica modificacdo do cinetoplato, que apresentou mudancas na distribuicdo e na
compactacdo do kDNA. Abordagens citoquimicas pela técnica do acido fosfotungstico
(PTA) e pelo método da prata amoniacal sugeriram que o tratamento com acriflavina
promove a redistribuicdo de proteinas bésicas no cinetoplasto. A coloracdo de cortes
finos com acetato de uranila, assim como, o uso do método de imunomarcagcdo da
terminal deoxinucleotidil transferase (TdT), que reconhecem sitios contendo &cidos
nucléicos, reforcaram a idéia de que protozodrios tratados com acriflavina sofrem
rearranjo do kDNA. Analises bioquimicas demonstraram a capacidade da acriflavina de
diminuir a taxa de consumo de O, dos tripanosomatideos. Juntos, estes dados
reafirmam o cinetoplasto como um potencial alvo quimioterapico e indicam que a

acriflavina é uma valiosa ferrramenta para estudar o arranjo e a replicacdo do kDNA.



Abstract

The Trypanosomatidae family comprises flagellated protozoa which present a typical
structure, the kinetoplast, which contains the mitochondrial DNA (kDNA) arranged in
catenated circles. This unique organization of the KDNA network and the susceptibility of
the kinetoplast to a great variety of compounds, make this structure a potential target to
chemotherapy. The kDNA presents different arrangements that vary according to
species and stage of development, being also modified by the presence of a symbiotic
bacterium. In this work, we analysed the effects of acriflavine, a DNA intercalating agent,
on cell growth, kinetoplast ultrastructure and O, consumption of Trypanosoma cruzi
epimastigotes and Blastocrithidia culicis. These species were chosen for presenting
different KDNA network arrangement. In order to analyze the effect of acriflavine on cell
proliferation, protozoa were cultivated with different drug concentrations (1 to 50 pug/ml).
Considering the trypanosomatid generation time, after each 12 or 24 hours, part of the
culture was removed for cell counting, for processing to transmission electron
microscopy or for measurements of O, consumption. Our results showed that acriflavine
promoted a dose-dependent inhibitory effect on the cell proliferation and generated
dyskinetoplastic protozoa on both species. Ultrastructural analysis showed that the
acriflavine treatment promoted a drastic modification in the kinetoplast, which changed
kDNA distribution and packaging. Cytochemistry approaches, as the phosphotungstic
acid (PTA) technique and the amoniacal silver method, suggest that acriflavin treatment
promotes the redistribution of basic proteins in the kinetoplast. Staining of thin section
with uranyl acetate, as well as, the use of the terminal deoxynucleotidil transferase
immunogold (TdT) method, which recognize sites containing nucleic acids, reinforced
the idea that protozoa treated with acriflavin suffer KDNA rearrangement. Biochemical
analysis demonstrated the acriflavine capacity to decrease the protozoa O, rate
consumption on trypanosomatids. Taken together, these data reaffirm the kinetoplast as
a potential chemotherapic target and indicate that the acriflavin is a valuable tool to

study kDNA arrangement and replication.
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1 Introducéo

“A imaginacao € mais importante que o
conhecimento.”

Albert Einstein
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1.1 Tripanosomatideos

1.1.1 Aspectos gerais

Os Protistas séo representado pelos protozoarios, que sao considerados
0S eucariotos mais primitivos. Os protozoarios da ordem Kinetoplastida séo
caracterizados pela presenca de uma estrutura impar na natureza, o
cinetoplasto, que abriga o0 DNA mitocondrial destes organismos. Entre os
cinetoplastideos estdo os protistas de vida livre, assim como 0s parasitas de
insetos, de plantas e de vertebrados. Entretanto, a familia Trypanosomatidae,
que compdem esta ordem, é constituida somente por protozoarios parasitas,
seja de plantas, vertebrados ou invertebrados (Simpson et al., 2006).

Muitos tripanosomatideos, como Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei, protozoarios do género Leishmania e Phytomonas despertam grande
interesse econdmico, médico, veterinario e agricola por causarem doencas ao
homem, a animais e a plantas. Podemos destacar, entre essas espécies, o T.
cruzi, agente etiolégico da Doenca de Chagas e protozoarios pertencentes ao
género Leishmania, que causam os diversos tipos de leishmanioses (WHO,
2010). Tais protozoarios patogénicos desta familia sdo heteroxénicos, pois
necessitam de um hospedeiro invertebrado, geralmente um inseto vetor e de
um hospedeiro vertebrado para completar seu ciclo de vida (Vickerman,1985).
No entanto, a maioria dos protozodrios desta familia € dita monoxénica, ou
seja, coloniza um Unico hospedeiro invertebrado, geralmente um inseto, ao
longo de todo o seu ciclo de vida (Wallace, 1966; Podlipaev & Rokitskaya,
1999). Além disso, uma caracteristica exclusiva de algumas espécies
monoxénicas € a presenca de uma bactéria simbiodtica no citoplasma. Este

endossimbionte apresenta uma relagdo mutualistica com o tripanosomatideo
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hospedeiro, constituindo um excelente modelo para o estudo da origem
simbidtica de organelas e da evolugdo da célula eucariota (De Souza & Motta,

1999).

1.1.2 Ciclo de vida dos tripanosomat ideos

Os protozoarios que sdo parasitas, como 0s tripanosomatideos,
precisam completar ciclos biologicos, muitas vezes complexos, para garantir
sua replicacdo e sobrevivéncia. Os tripanosomatideos que necessitam de um
hospedeiro vertebrado para fechar seus ciclos biolégicos sdo aqueles que
apresentam maior importancia médica e veterinaria.

O ciclo biolégico do T. cruzi envolve trés formas evolutivas diferentes e
dois hospedeiros: um vertebrado e outro invertebrado (Fig. 1). As formas
epimastigotas replicativas do T. cruzi, que se encontram no intestino do inseto
vetor, aderem a sua superficie, se multiplicam e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos (metaciclogénese), formas nao proliferativas
capazes de infectar o hospedeiro vertebrado. Durante o repasto alimentar do
inseto, os tripomastigotas metaciclicos sdo eliminados junto com as fezes e
urina e podem penetrar através das mucosas, das conjuntivas ou de qualquer
lesdo presente na pele do vertebrado. Na regido onde se deu a penetracdo, os
tripomastigotas sao fagocitados pelos macréfagos e permanecem no interior do
vacuolo parasitéforo, até que conseguem romper sua membrana para chegar
ao citoplasma da célula infectada, onde se transformam em amastigotas. Apos
sucessivas divisbes no citoplasma, o0s amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas e as células hospedeiras se rompem, liberando os parasitas na

corrente sanguinea (tripomastigotas sanguineos). Alguns parasitas invadem
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novas células da vizinhanga, enquanto outros sdo disseminados pela corrente
sanguinea, indo colonizar diversos 6rgdos e tecidos, repetindo assim o ciclo
intracelular. Eventualmente, os triatomineos se alimentam do sangue de um
animal infectado e ingerem tripomastigotas sanguineos, que se transformam
novamente em epimastigotas replicativos no intestino do inseto, fechando
assim o ciclo de vida do protozoario. No entanto, a contaminagdo por
transmissao congénita, via oral ou por transfusdes de sangue, pode ocorrer,

porém sdo mais raras (revisto por De Souza, 2002).
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Figura 1. Desenho esquematico do ciclo biolégico do T. cruzi. Adaptado de
Macedo et al, 2002.

Pouco se sabe sobre o ciclo biologico dos tripanosomatideos
monoxénicos. O Unico ciclo completo descrito é o de Blastocrithidia triatomae
em Triatoma infestans, que também é o inseto hospedeiro do Trypanosoma

cruzi e do Trypanosoma rangeli, sendo ambos tripanosomatideos
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heteroxénicos. Entretanto, sabe-se que o trato digestivo dos hospedeiros
invertebrados € o sitio preferencial para a colonizacdo dos protozoarios
monoxénicos, que podem também serem encontrados em outros Orgaos e
tecidos, como os tubulos de Malpighi, assim como na hemolinfa do inseto
(Wallace, 1966). Recentemente, o ciclo de Blastocrithidia culicis foi descrito em
Aedes aegypti: este protozoario é capaz de colonizar o intestino médio do
inseto e de chegar a hemocele para dai alcancgar os ovérios e a glandula salivar

(Corréa-da-Silva et al., 2006; Nascimento et al., 2010).

1.1.3 Endossimbiose em tripanosomatideos

A bactéria simbidtica, presente no citoplasma de algumas espécies de
tripanosomatideos monoxénicos (Tabela 1), é normalmente observada proxima
ao nucleo da célula hospedeira ou junto aos glicosomos, durante a sua divisao.
Cada célula possui um unico endossimbionte que se divide sincronicamente
com o hospedeiro. Trabalhos recentes revalaram que o endossimbionte inicia
sua replicagdo antes do corpo basal e o nacleo é a ultima organela a se dividir,
antes da citocinese da célula hospedeira. Além disso, o endossimbionte sofre
mudancas em sua forma durante esse processod e divisdo (Motta et al., 2010).

O endossimbionte é delimitado por duas unidades de membrana, uma
mais externa e outra mais interna, sendo sua parede celular bastante reduzida.
Esta bactéria simbioética fecha ciclos metabdlicos essenciais do hospedeiro,
como aqueles relacionados com a producdo de hemina, purina, aminoacidos e
vitaminas (revisto por De Souza & Motta 1999).

A presenca do endossimbionte estd relacionada com alteractes

ultraestruturais no tripanosomatideo hospedeiro. Deste modo, espécies que
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abrigam a bactéria simbiética apresentam estrutura paraflagelar bastante

reduzida (Gadelha et al., 2005), o DNA mitocondrial apresenta um arranjo mais

largo e frouxo (Cavalcanti et al., 2008) e os microtubulos subpeliculares se

encontram ausentes nas regides onde os ramos mitocondriais tocam a

membrana plasmatica (Freymuller & Camargo, 1981). Além disso, a presenca

do endossimbionte altera a composicdo de carboidratos da membrana

plasmatica (Esteves et al., 1982), como também a carga de superficie do

protozoario hospedeiro (Oda et al., 1984).

Tabela 1: Tripanosomatideos que possuem bactéria simbibtica e seus
respectivos hospedeiros (adaptado de De Souza & Motta, 1999).

Espécie

Hospedeiro

Referéncia

Blastocrithidia culicis

Triatoma infestans

Novey et al., 1907

Crithidia deanei

Zelus leucogramus

Mundim et al., 1974

Crithidia desouzai

Ornidia obesa

Fiorini et al., 1989

Crithidia oncopelti

Oncopeltus fasciatus

Newton & Horne, 1957

Herpetomonas roitmani

Ornidia obesa

Fiorini et al., 1989; Faria e

Silva et al., 1991

1.1.4 Caracteristicas morfologicas dos tripanosomat ideos

Os tripanosomatideos, além de possuirem as estruturas eucarioticas

tipicas como o ndcleo, o reticulo endoplasmatico, e o complexo de Golgi,

possuem uma série de estruturas peculiares como a mitocondria Unica e

ramificada; o cinetoplasto, os reservossomos, 0s glicossomos, o flagelo com

24




sua estrutura paraflagelar e o citoesqueleto de microtibulos subpeliculares,
situado logo abaixo da membrana plasmatica (Fig. 2) - (Revisto por De Souza,

2002, 2008).

Citdstoma

Axonema

Rede Paraflagelar

Yacdole
Contratil

Bolsa Flagelar

Cinetoplasto

Niclen

L /
Glicosoma —“.—@ |
[
\ { Mucléolo
\
\
\

Mitocdndria

Acidocalcisamo

Subpeliculares

Figura 2: Representacdo esquemdtica 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).

A membrana plasmatica € composta por lipideos, carboidratos e
proteinas. Na superficie celular, estd presente o glicocalice formado por
glicoproteinas, glicolipideos e lipofosfoglicanos. No entanto, a maioria dos
glicoconjugados se apresenta ancorada a membrana do protozoario via

ancoras de glicosilfosfatidilinositol, moléculas que estdo envolvidas em

processos de interagdo com ceélulas hospedeiras. Técnicas de criofratura
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permitiram a identificacdo de macro, micro e nanodominios nas membranas
celulares dos tripanosomatideos. O citéstoma, por exemplo, pode ser
observado na regido anterior do protozoario, em um sitio pobre em particulas
transmembrana e delimitado por fileiras de proteinas integrais (revisto por De
Souza, 2007). Logo abaixo da membrana plasmética encontram-se o0s
microtUbulos subpeliculares. Esses microtubulos s&o resistentes a baixas
temperaturas e a acao de drogas como a colchicina e o taxol. Além do mais, a
estabilidade é garantida pela conexao protéica entre microtubulos e entre estes
e a membrana plasmatica (revisto por De Souza, 2008).

Um corpo basal tipico se encontra localizado na base do flagelo que
emerge da bolsa flagelar destes protozoarios. O flagelo possui um axonema
formado por nove pares de microtibulos periféricos e um par central. No
entanto, em T. cruzi, junto ao axonema existe um arranjo complexo de
filamentos protéicos conhecidos como estrutura paraflagelar (Farina et al.,
1986; Rocha et al, 2010). Algumas funcbBes essenciais sdo atribuidas a esta
estrutura como a adesdo a células e substratos, a motilidade e a citocinese
(Portman & Gull, 2010).

Ainda na regido anterior dos tripanosomatideos, proximo a bolsa
flagelar, € observada uma extensa rede composta por diversos tubulos
conectados a um vacuolo central, referido como vacuolo contratil.
Recentemente, uma aquaporina, proteina envolvida no transporte de agua foi
identificada em epimastigotas de T. cruzi (Montalvetti et al., 2004).

Em relacdo as organelas comuns aos eucariotos, sabemos que nos
tripanosomatideos o complexo de Golgi também é formado por cisternas

paralelas e localiza-se entre o cinetoplasto e o0 nucleo, proximo a regidao da
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bolsa flagelar. O reticulo endoplasmatico liso e 0 rugoso, assim como 0S
lisossomos se apresentam como estruturas tipicas de células eucariotas
superiores. Ja 0 nucleo, apresenta um envoltério tipico com complexos do
poro, sendo que nestes protozoarios a membrana nuclear se mantém intacta
durante o processo de divisdo celular. O citoplasma dos tripanosomatideos
apresenta também os acidocalcissomos, estruturas vacuolares arredondadas
com diametro bastante variavel e com fungdes que incluem estoque de célcio,
magnésio, sodio, potassio, zinco, ferro e fosfatos; homeostase de pH e
osmorregulacao (Revisto por De Souza, 2008).

Nos tripanosomatideos ha dois tipos de organelas que participam do
metabolismo energético: o glicossomo e a mitocondria. O glicossomo €
responsavel pelo metabolismo glicolitico ja que compartimentaliza as enzimas
que participam da glicdlise, otimizando assim a producao de ATP e justificando
0 nome da organela. Além disso, o glicosomo contém enzimas que participam
de outros processos metabdlicos essenciais como a B-oxidagdo de &cidos
graxos, a via pentose-fosfato, a via de salvacdo de purinas e as vias de
biossintese de pirimidinas, de éter-lipideos e de esqualenos (Opperdoes &
Borst, 1977 e Michels et al., 2006).

A mitocbndria nos tripanosomatideos € a outra organela responsavel
pela obtencdo de energia. Como uma mitocdndria tipica, apresenta o0s
complexos respiratérios e citocromos necessarios para o funcionamento da
cadeia respiratéria, além de uma oxidase acessoOria a citocromo c oxidase,
conhecida como oxidase alternativa, que nao é sensivel ao cianeto (Hill, 1976;
Chaudhuri et al., 2006). No entanto, ha controvérsias sobre a existéncia do

complexo | em tripanosomatideos (Revisto por Opperdoes & Michels, 2008).
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Cortes ultrafinos revelam aparentemente a mitocdndria como vesiculas de
forma eliptica (Fig. 3a). Entretanto, esta organela € unitaria e ramifica-se ao
longo do corpo celular, estando geralmente localizada logo abaixo dos
microtubulos subpeliculares, ou seja, proxima a membrana plasmatica.
Interessante destacar que B. culicis, uma espécie portadora de simbionte, ndo
apresenta tais microtubulos onde o0s ramos mitocondriais quase tocam a
membrana plasmética do protozoario (Fig. 3b). A organizagdo mitocondrial
pode variar de acordo com a espécie: enquanto a forma epimastigota de T.
cruzi possui um arranjo mais irregular da mitocondria (Fig. 3c), em B. culicis,

este arranjo é helicoidal e os ramos mitocondriais sdo mais numerosos (Fig.

3d) - (Paulin, 1975).

28



© ... ®

Figura 3: A mitocéndria de tripanosomatideos (Retirado e adaptado de Paulin,
1975).

a — Micrografia de um epimastigota de T. cruzi mostrando perfis mitocondriais
(setas) na periferia do corpo celular.

b — Micrografia de B. culicis onde podem ser observados seis perfis da
mitocondria. Notar a auséncia dos microtibulos subpeliculares onde os ramos
mitocondriais quase tocam a membrana (seta).

¢ — Desenho esquematico da mitocéndria de epimastigotas de T. cruzi.

d - Desenho esquemaético da mitocdndria de B. culicis.

29



1.2 O cinetoplasto: estrutura e mecanismo de divisd 0

O cinetoplasto é a estrutura que abriga o DNA mitocondrial de arranjo
mais complexo da natureza, presente no interior da mitocéndria Unica e
ramificada dos protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida. O DNA do
cinetoplasto (kDNA) se encontra arranjado de modo a formar uma extensa rede
(Fig. 4) e também tem como caracteristica ser rico em sequéncias A-T
(Guttman & Eisenman, 1965).

Essa rede € composta por moléculas circulares de DNA, chamadas de
minicirculos e maxicirculos que se encontram catenados uns aos outros (Fig.
5). Dependendo da espécie, ha algumas dezenas de maxicirculos de cerca de
20 a 40 kb e os minicirculos possuem alguns milhares de cépias com cerca de
0,5 a 10 kb (revisto por Lukes et al., 2002). O DNA dos maxicirculos codifica
RNAr e proteinas estruturais mitocondriais, enquanto o DNA dos minicirculos &
responsével por codificar RNAs guias envolvidos no processo de edicdo dos
transcritos de RNAm dos maxicirculos, tornando-os maduros para participar da
sintese proteica mitocondrial (Revisto por Morris et al., 2001). Codificar esses
gRNAs ¢é a unica funcdo descoberta até agora para os minicirculos (Revisto por

Lukes et al., 2002).

Figura 4. Desenho esquematico da organizacdo da rede de k-DNA em
tripanosomatideos. Retirado de Shapiro & Englund, 1995.
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Figura 5: Rede de kDNA de C. fasciculata (adaptado de Liu et al., 2005).
a — Rede intacta. Os loops menores representam os minicirculos e as fitas
longas (seta) os maxicirculos.
b — Rede de kDNA decatenada por acdo de uma topoisomerase do tipo Il,
mostrando minicirculos individuais e um maxicirculo (seta).

A estrutura do cinetoplasto, no entanto, apresenta diferencas no formato
e no arranjo da rede de acordo com a espécie e o estagio de desenvolvimento
dos tripanosomatideos. Em formas amastigota e epimastigota de T. cruzi e na
maioria dos outros protozoarios da familia Trypanosomatidae, as fibrilas de
KDNA se apresentam bastante compactadas e contidas em um cinetoplasto em
forma de bastdo (Fig. 6a). Em tripomastigotas de T. cruzi, a rede de kDNA
torna-se menos compacta e a forma em bastéo do cinetoplasto da lugar a uma
forma arredondada (Fig. 6b) (De Souza, 1984). Ja os tripanosomatideos que
contém endossimbionte possuem uma organizacdo caracteristica do
cinetoplasto, apresentando fibrilas de DNA organizadas em um arranjo mais
largo e frouxo, que preenche toda a matriz do cinetoplasto (Freymuller &

Camargo, 1981; Cavalcanti et al., 2008) — (Fig. 6¢). Os varios graus de

compactacao do kDNA em tripanosomatideos podem estar relacionados com a
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acdo de proteinas que condensam o DNA, como as KAPs (Kinetoplast

Associated Proteins) ou as topoisomerases (Xu et al., 1993, 1996).

Figura 6: Diferentes formatos do cinetoplasto e variagcdes nos arranjos da rede
de kDNA nos tripanosomatideos.

a — Epimastigotas de T. cruzi,

b — Tripomastigotas de T. cruzi,

¢ — Blastocrithidia culicis.

Fotos: a e c, Danielle Cavalcanti; b, Juliana Dutra.

Barras = 0,25 pm.

O cinetoplasto encontra-se localizado proximo ao corpo basal,
perpendicularmente ao eixo do flagelo, estando intimamente associado a este
por filamentos que constituem o complexo de ligacéo tripartite (TAC) - (Fig. 7).
Esse complexo € considerado o responsavel pelo posicionamento espacial
desta estrutura e pela segregacao igualitaria do KDNA entre as células-filhas
(Ogbadoyi et al., 2003). Entretanto, outros fatores estdo relacionados a
segregacao do cinetoplasto como a sintese de esfingolipideos (Fridberg et al.,
2008). O TAC é formado por trés estruturas: os filamentos da zona de exclusao
(z na Fig. 7), as membranas mitocondriais diferenciadas (em azul na Fig. 7) e
os filamentos unilaterais (i, e na Fig. 7). Os filamentos da zona de excluséo

ocupam a area entre o0 corpo basal e a membrana mitocondrial externa, sendo

gue sua presenca exclui os ribossomos citoplasmaticos. Os filamentos
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unilaterais ligam o kDNA a membrana mitocondrial interna e estéo situados na
zona cinetoflagelar (kfz na Fig. 7), definida como o0 espaco entre a rede e a
membrana mitocondrial voltada para o corpo basal. Estes filamentos sao
divididos em filamentos unilaterais internos (i na Fig. 7) e externos (e na Fig. 7)
- (Gluenz et al., 2007). Entre os dois grupos de filamentos, existe uma regido
de membrana mitocondrial diferenciada, mais paralela que as outras areas da
membrana, sem cristas e resistente a extra¢do por detergente (em azul na Fig.

7) - (Ogbadoyi et al., 2003).

corpo basal
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Figura 7: Diagrama esquemético do complexo de ligagdo tripartite (TAC). z
corresponde aos filamentos da zona de exclusdo; em azul, as membranas
mitocondriais diferenciadas; e representam os filamentos unilaterais externos e
I 0s internos que se encontram na zona cinetoflagelar (kfz). (Retirado e
adaptado de Gluenz et al., 2007).
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Nos tripanosomatideos a replicacdo do material genético mitocondrial
coincide em parte com a fase S da replicacdo do material nuclear (Woodward &
Gull, 1990; Elias et al., 2007). A replicacdo do kDNA se inicia com a
decatenacdo de cada minicirculo da rede por acdo de uma topoisomerase do
tipo Il (Fig. 8, etapa 1). Os minicirculos sédo entao liberados da rede em direcao
a zona KFZ. A replicacdo destes comeca com a ligacdo das UMSBP (de
Universal Minicircle Sequence Binding Protein) a sequencia universal de
minicirculos (UMS), que funciona como a origem de replicacdo. As primases
sintetizam 0s primers necessarios para o0 inicio da sintese de DNA. Os
minicirculos sdo entdo replicados unidirecionalmente em estruturas-9,
formando fragmentos de Okasaki curtos (Fig. 8, etapas 2 e 3). Em seguida, 0s
minicirculos ja replicados migram para os pdlos diametralmente opostos do
cinetoplasto, 14 ocorrem os seguintes eventos: remoc¢ao de primers por agdo de
uma endonuclease, preenchimento dos fragmentos de Okazaki por acao de
uma Polimerase-f e unido dos intervalos presentes nas fitas recém-
sintetizadas por uma DNA ligase (Fig. 8, etapa 4). Os minicirculos que ainda
apresentam intervalos em sua sequéncia sao religados a periferia da rede
proxima aos sitios antipodais por acdo de uma topoisomerase do Tipo Il (Fig. 9,
etapa 5). Esse mecanismo garante que cada minicirculo seja replicado uma
Gnica vez. (revisto por Morris, 2001; Liu et al., 2005). A segregacao igualitaria
dos minicirculos é garantida pelo complexo de ligacao tripartite (TAC), ja que a
distribuicdo da rede de kDNA entre as células-filhas ocorre de modo
coordenado com a segregacao dos corpos basais (Liu et al., 2005). A Figura 9

apresenta, de uma maneira geral, o processo de replicacdo da rede de kDNA,
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onde podemos observar a localizagdo de cada enzima que participa deste

processo, que estao listadas na Tabela 2.

Figura 8: Desenho esquematico mostrando o processo replicativo dos
minicirculos (Retirado e adaptado de Scocca & Shapiro, 2008).

Localizac8o de;
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Pol B-PAK . kDNA
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Pol B ) podal
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Primasa — \ :  EERrE ;:j [ / :
Pol I — S W pee KFZ
Pol I8 3 ' '
UMSBP

Corpo basal

Figura 9: Desenho esquematico do processo de replicacdo da rede de kDNA
em tripanosomatideos. Retirado e adaptado de Liu et al., 2005.
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Tabela 2: Funcdo das proteinas envolvidas no processo de replicacdo do

KDNA.
Proteina/Enzima Funcéo
UMSBP Ligar-se a origem de replicagdo para o inicio do processo
Primases Sintese de primers para o inicio da replicacao

Polimerase IBe IC

Replicacdo do DNA

Endonuclease -1

Remocéo de primers

DNA Polimerase B

Preenchimento dos fragmentos de Okasaki

DNA Ligase k B

Selar os nicks ainda presentes

Topoisomerase Il

Destacar e ligar minicirculos a rede de kDNA

Pouco se sabe como ocorre a replicacdo dos maxicirculos se comparada

a dos minicirculos. Este processo ocorre de modo unidirecional formando

estruturas-8 (Figura 10), que ndo sofrem destacamento da rede de kDNA.

(Carpenter & Englund, 1995; Liu et al., 2005). A replicacdo dos maxicirculos &

controlada por uma protease (HslVU), que degrada reguladores, envolvidos na

replicacdo de mini e maxicirculos. Deste modo, este processo pode ser

interrompido no tempo correto do ciclo celular, garantindo o tamanho
apropriado da rede de kDNA (Li et al., 2008).
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Figura 10: Micrografia eletrdbnica mostrando um maxicirculo de T. brucei. Setas
indicam estruturas-0 em estagio inicial de replicacdo (Carpenter & Englund, 1995).
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1.3 Quimioterapia na doenca de Chagas

Desde a descoberta da Doenca de Chagas causada pelo Trypanosoma
cruzi (Chagas, 1909), diversas estratégias vem sendo desenvolvidas para o
controle desta enfermidade. Programas de controle de transmissdo pelos
insetos vetores ou por transfusdo sanguinea foram implementados nos ultimos
anos. Além disso, diversos aspectos da biologia celular do parasita séo
estudados com a finalidade de desenvolver novas estratégias e compostos
quimioterapicos para um melhor tratamento da doenca.

A inibicdo de proteases, como a cruzipaina pode dificultar a invasédo do
parasita (Meirelles et al.,, 1992). Como o0 processo de adesdo dispara
mecanismos de fosforilacdo e defosforilacdo, a utilizacdo de inibidores de
proteinas quinases inibe significativamente a infec¢do (Vieira et al., 1994). O
bloqueio da glicosilacdo também pode ser um alvo interessante, pois residuos
de carboidratos se encontram envolvidos nos passos iniciais da interacéo
parasita/célula hospedeira (Previato et al., 1998). Além disso, como as ancoras
de glicosilfosfatidilinositol (GPI) associam um grande numero de proteinas a
membrana plasmatica, drogas que inibem enzimas-chave da biossintese
dessas ancoras sao de grande interesse quimioterapico (Docampo & Moreno,
2001).

A respeito da divisdo celular, a inibicdo de diferentes pontos do ciclo
celular e o uso de drogas que afetam a estabilidade dos microtubulos podem
reduzir a proliferacdo do protozoério (Gull, 2002; Croft & Yardley, 2002). Além
disso, estudos que utilizam inibidores de cruzipaina revelaram que ocorre

acumulo desta enzima, inibindo a proliferacdo de epimastigotas e amastigotas
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de T. cruzi e interrompendo o processo de transformacdo de formas né&o
infectivas em formas infectivas (Meirelles et al., 1992).

Entre as organelas alvo, estdo os acidocalcissomos. Drogas utilizadas
no tratamento de reabsorcdo 6ssea em humanos, como o pamidronato e
alendronato também vém sendo usados para bloquear seletivamente a
proliferacéo de T. cruzi. Isto porque, tais compostos inibem a bomba de prétons
dependente de pirofosfato cujo funcionamento é essencial para o
funcionamento dos acidocalcissomos (Urbina et al., 1999). O cinetoplasto
também tem sido tratado como um potencial alvo para o desenvolvimento de
quimioterapicos e neste trabalho serd tratado como o principal modelo de

estudo.

1.3.1 O Cinetoplasto como alvo quimioterapico

Considerando a origem simbiotica da mitocondria, o DNA do cinetoplasto
apresenta caracteristicas tipicamente procariotas, como as enzimas envolvidas
no processo de replicacdo do kDNA. Entre estas, as topoisomerases
constituem alvos quimioterapicos importantes, tanto em células tumorais, como
nos tripanosomatideos patogénicos. Isto porque, estas enzimas desempenham
papéis essenciais em diversos processos celulares, tais como replicagéo,
transcrigdo, reparo e recombinacdo, deste modo participando diretamente na
topologia e organizagdo do DNA (Champoux, 2001). Importante mencionar,
que as topoisomerases de tripanosomatideos se distinguem das
topoisomerases de seu hospedeiro humano, reforcando a ideia de que estas
enzimas constituem um potencial alvo para a quimioterapia contra estes

parasitos (Balafia-Fouce et al., 2006).
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As DNA topoisomerases séo divididas em dois grupos, de acordo com
seu mecanismo de acgdo. As enzimas do tipo | (topo I) agem introduzindo uma
quebra transitéria em uma das fitas de DNA, enquanto as do tipo Il (topo II)
clivam as duas fitas. Em procariotos as topoisomerases do tipo Il séo
conhecidas como girases. Nos tripanosomatideos, as DNA topoisomerases do
tipo 1l além de atuarem na topologia do DNA nuclear, participam ativamente do
processo de replicacdo do kDNA, decatenando minicirculos da rede no inicio
da replicacdo e os religando a rede no término da replicacdo. Além disso,
atuam na separacdo dos circulos recém sintetizados para que estes sejam
posteriormente segregados (revisto por Liu et al., 2005).

Os inibidores de topoisomerases pertencem a diversas classes de
compostos e podem atuar de maneira direta ou indireta no momento da
replicagdo dos minicirculos (Fig. 11). Inibidores dessas enzimas foram
primeiramente testados em terapias antitumorais (Broxterman et al., 2001,
Nitiss et al.,, 2002; Denny et al., 2003) e também em infec¢cdes microbianas
(Shapiro et al., 1993; Bodley et al., 1995a; Bearden et al., 2001). Quando
usados contra parasitas da familia Trypanosomatidae, os inibidores de DNA
topoisomerases foram considerados drogas em potencial, pois sdo menos
citotoxicas para as células eucariotas do organismo hospedeiro (Das et al.,
2004, Deterding et al., 2005).

Os inibidores de DNA topoisomerases podem ser classificados em
drogas de classe | ou "topoisomerase poisons”, que atuam estabilizando o
complexo covalente enzima-DNA e promovendo a quebra da dupla fita de DNA
ou drogas de classe Il ou "topoisomerase inhibitors”, que atuam interferindo nas

fungBes cataliticas das DNA topoisomerases, competindo com a ligagdo ao
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ATP, mas sem estabilizar o complexo DNA-enzima (revisto por Das et al.,
2004; Motta, 2008). HA um outro tipo de classificacdo de inibidores de
topoisomerases que leva em conta somente o tipo de enzima alvo e assim sao
denominados como inibidores de topoisomerases do tipo | ou inibidores de
topoisomerases do tipo Il. Existem ainda os inibidores duplos, que agem sobre
ambos os tipos de enzima. A tabela 3 mostra um resumo de diversas classes

de drogas inibidoras de DNA topoisomerases e seus respectivos alvos de acao.

40
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[maxicirculos
+ minicirculos])

MINICIRCULOS PARENTAIS
LI¥RES

O

REFPLICACAD

REFLICAGAD

DA REDE
MIHICIRCULDS-FILHOS

LIYRES

Luteolina, m-AMSA, aciflavina,
etoposideo, teniposideo, camptotecina,
novobiocina ,pentamidina, berenil |
samorina, acido nalidixico, isometamidio

Figura 11: Representacdo esquematica do processo de replicagdo da
rede de kDNA e onde atuam os diversos compostos conhecidos como
inibidores de topoisomerases, citados no quadro rosa. Minicirculos verdes
equivalem aos minicircuos parentais e 0s minicirculos laranjas correspondem
aos minicirculos poés-replicados. Retirado e adaptado de Sen & Majumder,

2008.
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Tabela 3: Classificagdo dos inibidores de DNA topoisomerases e seus

respectivos alvos (Retirado e adaptado de Das et al., 2004)

Classe de drogas | Inibidores de topoisomerases Tipos de
topoisomerases
Quinolonas Acido nalidixico, acido oxonilico | Girase, Topo Il

tripanosomatideos

Fluoroquinolonas

Acido piromidico, norfloxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina,
enoxacina

Girase/Topo Il

Indoloquinolonas

Topo |, Topo Il

Coumarinas

Novobiocina, coumermicina,
clorobiona

Girase, Topo Il

Antraciclinas

Adriamicina, doxorubicina,
daunorubicina

Girase e Topo |l

Podofilotoxinas Teniposideo, etoposideo, Topo Il
etofos, NK611
Alcaldides Camptotecina, topotecan, CPT- | Topo |
I, nitidina
MGDBs Distamicina, Hoescht 33342, Topo |
berenil, netropsina
Acridinas m-AMSA, 9-anilino-acridinas Topo Il
Elipticinas 2-methyl, 9-hydroxy-elipticinium, | Topo I
pazeliptina, anatoxina,
dateliptium
Antibidticos Saintopina, topostina, Topo |, Topo I
stretonigrina
Benzofenazina NC-190 Topo Il
Flavonoides Genisteina, woodfructicosina Topo |, Topo Il
Flavonoides Luteolina, quercetina Topo |, Topo |l
Terpenodides Terpenticina, cleroxidina Topo |, Topo I

Triterpenoides

Acido betulinico, acido
dihidrobetulinico

Leishmania topo |,
topo Il

Dioxopiperazina Sobuzoxana, razoxana, ICRF- Topo Il
154, ICRF-193

Indolocarbazol ED-110, KT-6528 Topo |

Macaluvaminas Derivados de macaluvamina Topo Il

Antimoniais

Estibogluconato de sodio,
estibamina uréia

Leishmania topo |

Bis-naftoquinonas

Diospirina

Leishmania topo |

Liganolides

(-)-Arctigenina, (-)-
traguelogenina

Topo |l
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1.4 Drogas ligantes do DNA

Compostos que se ligam ao DNA sdo extremamente Uteis para
identificar e visualizar esta molécula, tanto in vitro, como no interior das células.
Além disso, nos Ultimos anos estes compostos tém se mostrado promissores
para terapias anti-tumorais, despertando assim um grande interesse médico.
Tais compostos podem ser considerados agentes intercalantes, quando se
ligam entre as bases da molécula de DNA ou drogas que se ligam a cavidade
menor do DNA (Fig. 12). No entanto, compostos da familia das antraciclinas
podem apresentar ambos os estados, como exemplificado na figura 13 que

mostra a ligagdo da daunomicina ao DNA (Mukherjee et al., 2008).

Figura 12: Exemplo de compostos ligantes ao DNA.

a — 0 composto Hoescht33258 (em verde) esta ligado ao sulco menor da
molécula de DNA.

b — a elipticina (em vermelho) esta ligada entre os pares de bases da molécula
de DNA, o que caracteriza um agente intercalante.

(adaptado de Palchaudhuri & Hergenrother, 2007).

43



Figura 13: Daunomicina. Este composto pode ligar-se & molécula de DNA de
duas diferentes maneiras:

a — em estado intercalante

b — em estado ligado ao sulco menor da molécula de DNA

(retirado de Mukherjee et al., 2008)

1.4.1 Drogas que se ligam a cavidade menor do DNA

Os compostos que se ligam ao DNA nédo induzem grandes mudancas
conformacionais nesta molécula e atuam de forma similar a uma ligagéo chave-
fechadura (Jonathan, 1997). Tais compostos j& tiveram seus efeitos descritos
em tripanosomatideos, como o berenil (Fig. 14) - (Peregrine & Mamman, 1993;
Egbe-Nwiyi et al., 2003, 2005; Witola et al., 2005). Este composto se liga ao
KDNA, ndo de modo intercalante, mas através de ligacfes especificas com a
regido do sulco menor, principalmente nos sitios ricos em bases A-T (Brack et

al.,, 1972; Peregrine & Mamman, 1993). Em 1990, Shapiro & Englund
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mostraram que o berenil inibe a atividade da topoisomerase Il mitocondrial de
tripanosomatideos. Acredita-se que a ligacdo do berenil ao DNA, impede a
formacao do complexo DNA-topoisomerase, 0 que poderia explicar a reducgao
da atividade desta enzima (Portugal, 1994).

Um outro bom exemplo de composto ligante é a distamicina. Esta droga
é classificada como uma diamidina aromatica e ja foi testada com sucesso em
células infectadas com virus oncogénicos, neste caso inibindo a transcriptase
reversa viral, e também contra infec¢cdes provocadas por Pneumocystis carinii
em pacientes com AIDS (De Clerg & Dann, 1980; Tidwell et al., 1990; Stockert
et al., 1997). Em tripanosomatideos, a distamicina ndo altera a ultraestrura de
epimastigotas de T. cruzi, no entanto, inibe a proliferacdo celular em
concentragbes altas (100pM) (Zuma, 2010). Outros compostos também
pertencencentes a classe de diamidinas aromaticas tiveram efeito
tripanomicida em T. cruzi. Além de causarem morte celular nas trés formas
evolutivas deste tripanosomatideo, promoveram também efeitos ultraestrututais

na mitocdndria, no cinetoplasto, no complexo de Golgi e nos microtibulos

subpeliculares (Batista et al., 2010).

H
Pk

NH-N=N i
\ / MHH3

Figura 14: Férmula quimica do berenil. (Gonzéalez et al., 1999).
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1.4.2 Agentes intercalantes

Lerman, em 1961, foi o primeiro a utilizar o termo “intercalante” ao se
referir a interacdo de um composto com uma molécula de DNA. A agéo do
agente intercalante foi definida como a inser¢cdo de uma estrutura planar entre
pares de base do DNA, resultando em diminui¢édo da tor¢cado e do alongamento
do DNA. Os intercalantes podem ser classificados em tipicos, quando possuem
dois ou trés anéis fusionados ou intercalantes atipicos, quando ndao possuem
os anéis fusionados (Fig. 15) - (revisto por Palchaudhuri & Hergenrother, 2007).

Os intercalantes de DNA tém sido usados como antitumorais,
antineoplasticos e agentes antibidticos contra bactérias e fungos. No entanto,
nem todos os intercalantes possuem efeito genotdéxico, caracterizado pela
capacidade de alterar o material genético (Mukherjee et al., 2008).
Intercalantes promoveram efeitos variados em diferentes modelos bioldgicos.
Em E. coli, o tratamento com acriflavina promoveu o aparecimento de
estruturas lamelares na membrana plasmatica e de areas onde as proteinas
integrais estavam ausentes (Nakamura et al.,, 1982). Em leveduras, a
acriflavina promoveu queda do numero de fungos e da viabilidade celular, além
de reducédo da atividade da cadeia respiratoria. Dados obtidos por microscopia
de fluorescéncia e por microscopia eletrénica de transmissdo evidenciaram
necrose e apoptose das leveduras tratadas com acriflavina (Keyhani et al.,

2009).
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Figura 15: Exemplos de compostos intercalantes tipicos e atipicos e compostos
que se ligam a cavidade menor da molécula de DNA. (Retirado e adaptado de

Palchaudhuri & Hergenrother, 2007).

1.4.3 Acriflavina

A acriflavina é classificada como uma aminoacridina, um derivado da

familia das acridinas, sendo formada por uma mistura de dois compostos: 0

cloreto de 3,6-diamino-10-metilacridinio e a 3,6-acridinodiamina (Fig. 16) -

(www.sigmaaldrich.com).
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Figura 16: Compostos formadores da acriflavina e suas respectivas
férmulas estruturais (www.sigmaaldrich.com).

Os relatos sobre esta droga sdo muito antigos e remetem ao inicio do
século XX, quando foi sintetizada por Paul Erlich, em 1912. Anos depois, a
acriflavina seria usada na Primeira Guerra Mundial em pacientes portadores da
Doenca do Sono (Encyclopaedia Britannica, 2010).

A acriflavina € um intercalante tipico e apresenta afinidade por DNA rico
em sequencias A-T (Tubbs et al., 1964). Os efeitos citotOxicos ou mesmo
genotoxicos para esta droga ainda sao controversos. O uso da acriflavina € de
certa forma, restrito, sendo mais comumente utilizado como antisséptico
urogenital de animais como ovinos, caprinos, equinos, caes e gatos (Fig. 17). A
acriflavina também pode ser encontrada disponivel no mercado para a
desinfeccdo de aquarios e para o tratamento de micoses e infeccbes

bacterianas em peixes (Fig. 18).
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Figura 17: Acriflavina em p6 vendida pela Drag Pharma (Chile). Possui uso
recomendado para desinfeccdo de feridas e da mucosa urogenital de animais.
http://www.dragpharma.cl/veterinaria/fichas.php.index.htm

s eriflavind

Figura 18: Acriflavina vendida pela empresa Kordon (Estados Unidos). O uso é
recomendado para desinfec¢ao de ovas de peixes de aquario, tratamento de feridas e
infeccdes externas provenientes de protozoarios.
http://www.novalek.com/kordon/Acriflavine/index.htm

A partir da década de 1960, alguns trabalhos descreveram diversos
efeitos da acriflavina em diferentes espécies de tripanosomatideos, sob o ponto
de vista ultraestrutural, bioquimico e molecular. Em 1964, Trager & Rudzinska
definiram o termo discinetoplastia como alteracbes na rede de KDNA, sendo
gue a estrutura do cinetoplasto permanece presente. Este fenbmeno se
mostrou frequente em protozoarios que foram tratados com drogas ligantes do
DNA. A discinetoplastia, no entanto, também pode ocorrer de forma natural

(Tabela 4).
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Tabela 4: Discinetoplastia em tipanosomatideos mencionada por ordem
cronologica da descricdo (Retirado e adaptado de Schnaufer et al., 2002).

Espécie Condicéo Referéncia

T. evansi Natural Hoare & Bennet, 1937

T. equiperdum Natural Tobie, 1951

C. fasciculata Acriflavina Hill & Anderson, 1969

T. brucei Acriflavina Stuart, 1971

T. equiperdum Natural Hajduk, 1976

T. equiperdum Natural Hajduk & Cosgrove,1979
T. equiperdum Berenil Riou & Benard, 1980

T. equiperdum

Br. Et., acriflavina

Riou et al., 1980

T. brucei Acriflavina Stuart & Gelvin, 1980
T. equinum Natural Cuthbertson, 1981

T. evansi Cultura axénica Zweygarth et al., 1990
T. brucei Br. Et., acriflavina, verapamil Agbe & Yielding, 1993
T. evansi Para-rosanilina Silva-Tahat et al., 1995
T. evansi Natural Ventura et al., 2000

T. brucei RNAI de Topo I Wang & Englund, 2001
C. fasciculata Br. Et. Biscardi et al., 2001

Br. Et = Brometo de etideo
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Além da discinetoplastia, outros efeitos causados pela acriflavina, foram
descritos em tripanosomatideos, tais como: a inibicdo da replicacdo do kDNA
em C. luciliae (Steinert & VanAssel, 1967); alteracdes ultraestruturais na rede
de k-DNA em C. fasciculata (Anderson & Hill, 1969), T. brucei (Stuart, 1971), T.
equiperdum (Hajduk, 1979); inibicdo da proliferacao celular em C. fasciculata e
T. equiperdum (Hajduk, 1979); inibicdo da sintese de DNA em L. tarentolae
(Simpson, 1968); reducdo do consumo de O, em C. fasciculata (Bacchi & Hill,
1972); perda de sequéncias de k-DNA em T. brucei (Riou et al., 1980);
linearizacdo de minicirculos em T. equiperdum (Shapiro et al., 1989) entre
diversos outros relatos.

No presente trabalho, verificamos o efeito da acriflavina na proliferacao,
ultrestrutura e consumo de O, na forma epimastigotas de T. cruzi e em B.
culicis. Utilizamos estas duas espécies por apresentarem arranjo de KDNA
distinto, assim constituindo modelos biolégicos ideais para o estudo da

topologia, da replicacéo e da segregacao do kDNA.
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2 Racional

52



O cinetoplasto dos tripanosomatideos apresenta caracteristicas Unicas
quanto a sua composicao e estrutura, jA que o DNA mitocondrial nele contido
esta organizado em uma extensa rede de circulos catenados. H4 relatos na
literatura mostrando que a acriflavina promove intensas alteracées no DNA e
na funcionalidade mitocondrial de tripanosomatideos. O cinetoplasto vem
sendo apontado como o principal alvo deste composto, que se liga
seletivamente a sequéncias A-T ricas presentes no kDNA. Deste modo, a
acriflavina constitui uma excelente ferramenta nos estudos sobre o modelos de
replicacéo e de segregacao da rede de kDNA.

A acriflavina ndo é empregada para fins quimioterapicos em pacientes
acometidos pelas doencas causadas por tripanosomatideos patogénicos.
Entretanto, o seu uso neste trabalho também apresenta grande importancia
comparativa com as drogas ligantes de DNA. Tais compostos séo
intensamente utilizados nos tratamentos contra células cancerigenas e mais
recentemente como agente tripanomicida.

Os efeitos da acriflaviva quanto a proliferacdo, ultraestrutura e consumo
de oxigénio nunca foram testados nas formas epimastigota de T. cruzi e de B.
culicis, protozoarios que apresentam diferencas quanto ao arranjo da rede de
kDNA Neste trabalho realizamos pela primeira vez a fina descrigéo dos efeitos
ultraestruturais da acriflavina no arranjo do kDNA. Além disso, utilizamos
técnicas citoquimicas e imunocitoquimicas para a melhor compreensdo dos
mecanismos de segregacdo desta rede, bem como para esclarecer a sua
composicado. Realizamos também experimentos que avaliam os efeitos da

acriflavina no consumo de oxigénio para deste modo relacionarmos possiveis
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efeitos ultraestruturais a funcionalidade da mitocéndria, principal organela do

metabolismo energético nestes protozoarios.
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3 Objetivos

“Se, a principio, a idéia ndo é absurda, entdo ndo  ha
esperanca para ela.”

Albert Einstein
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3.1 Objetivo geral:
» Avaliar os efeitos da acriflavina em tripanosomatideos que apresentam

diferentes arranjos da rede de kDNA quanto a proliferacdo celular,

ultraestrutura e consumo de O».

3.2 Objetivos especificos:

Analisar o efeito da acriflavina na proliferacdo de B. culicis e da forma

epimastigota de T. cruzi por contagem em curvas de proliferacao celular.

» Verificar os efeitos da acriflavina na ultraestrutura dos protozodrios
tratados com a droga, por microscopia eletrénica de transmissédo de

rotina e por técnicas citoquimicas e imunocitoquimicas.
* Avaliar o efeito da acriflavina na inducdo de discinetoplastia nos
tripanosomatideos tratados com este intercalante por técnicas de

microscopia optica e eletrbnica.

e Estudar o efeito da acriflavina no consumo de oxigénio de

tripanosomatideos por respirometria.
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4 Material e métodos

“Bem feito € melhor do que bem explicado.”

Benjamin Franklin
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4.1 Cultivo celular:

B. culicis foi cultivada em meio Warren (Warren, 1960), suplementado
com 10% de soro fetal bovino, a 28° C por 24 horas. Apds 0 crescimento 0s
protozoarios foram mantidos na geladeira a 4°C, até o novo repique. Ja 0s
epimastigotas de T. cruzi (Dm28c) foram cultivados em meio Liver Infusion
Tryptose (LIT) (Camargo, 1964), com 10% de soro fetal bovino e mantido em

estufa a 28° C.

4.2 Curvas de crescimento: acdo da acriflavina na p  roliferacdo
celular:

As curvas de proliferacéo celular foram feitas usando um inoculo inicial
de 1x10° células.ml* de protozodrios em fase exponencial. A acriflavina,
previamente diluida em agua deionizada, foi adicionada ao cultivo celular em
fase exponencial de crescimento, ou seja, apos 24 horas, no caso de
epimastigotas de T. cruzi ou 12 horas no caso de B. culicis, Em seguida, foram
retiradas aliquotas das culturas a cada 12 horas ou a cada 24 horas,
considerando o tempo de geracdo de cada espécie e foi feita a fixacdo destas
células com formalina (formaldeido 4,4% diluido em PBS) para a contagem por
microscopia Optica em camaras de Neubauer. Foram usadas as seguintes
concentracdes de acriflavina: 1, 5, 10, 25 e 50pg.ml™, considerando relatos
prévios na literatura (Bacchi & Hill, 1972; Riou et al., 1980). Para curvas de
crescimento de B. culicis o tempo total de tratamento foi de 96 horas e para

curvas de T. cruzi, de 120 horas.
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4.3 Longo cultivo em presenca de acriflavina:

Com o objetivo de verificar se as células seriam capazes de resistir a um
longo periodo de tratamento com acriflavina, epimastigotas de T. cruzi foram
cultivados a 28C em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino em
um volume final de 50ml. A acriflavina foi adicionada apds 24 horas de cultivo,
em uma concentracéo final de 5ug.ml*. Depois disso, a cada 72 horas uma
aliquota desta cultura foi retirada para quantificacdo de células
discinetoplasticas por microscopia éptica, outra parte para processamento por
microscopia eletrénica de transmissdoe e outra parte para avaliacdo da
viabilidade celular para observagdo dos efeitos da acriflavina por até 8 dias
(192 h) . Juntamente com a retirada das aliquotas, foi acrescido meio de cultura
e soro fetal bovino fresco na mesma proporcdo citada acima, sendo que a

acriflavina foi mantida na mesma concentragao.

Tabela 5: Resumo cronoldgico do experimento de longo cultivo em presenca de

acriflavina.
Tempo O Inéculo
24 horas Adicao da droga
48 horas 1°ponto / Repique
120 horas 2°ponto / Repique
192 horas 3°ponto / Repique
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4.4 Avaliacao da viabilidade celular

Com a finalidade de observar a viabilidade dos protozoarios tratados
com a acriflavina, utiizamos uma solucdo de azul de tripan a 0,1%. As
aliquotas retiradas das culturas nos mesmos trés pontos do experimento de
longo cultivo e inoculadas com a solucdo de azul de tripan por cinco minutos.
ApoGs este intervalo, uma lamina € montada para a visualizagdo de células

viaveis e inviaveis por microscopia optica de campo claro.

4.5 Quantificacdo de células discinetoplasticas uti lizando o método
do Pandtico Rapido:

O Pandtico Rapido (Laborclin) € um método utilizado em hematologia e
baseia-se no principio de coloracdo estabelecido por Romanowsky, que
permite a visualizagdo de compartimentos contendo DNA. Os reagentes
utilizados sé@o os seguintes: Pandtico rapido n°l (triariimetano 0,1%); Pandético
rapido n?2 (xantenos 0,1%) e panotico rapido 3 (tia zinas 0,1%).

Para o uso desta técnica, uma aliquota das células é retirada e lavada
duas vezes em solugdo salina tamponada (PBS), fixada em formalina
(Formaldeido 4,0% em PBS) por 30 minutos e espalhada sobre uma lamina. A
secagem ¢€ feita a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas sé&o
submergidas nos 3 reagentes na ordem enumerada, 5 segundos cada etapa.
As laminas sdo entdo, lavadas com agua destilada e em seguida secas na
posicado vertical, a temperatura ambiente. Apos secagem, as laminas ja estédo
prontas para serem visualizadas em microscépio 6ptico de campo claro. Esta

coloracdo permite a visualizacdo do cinetoplasto e do ndcleo dos

tripanossomatideos.
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4.6 Microscopia eletronica de transmissao:

4.6.1 Preparacao de rotina:

As células foram fixadas em glutaraldeido 2,5% diluido em tampéo
cacodilato 0,1M, pH 7,2 por no minimo 1 hora. Em seguida, foram, lavadas no
mesmo tampao e pos-fixadas em solugcdo contendo tetroxido de 6smio (0sQ,),
1% ferrocianeto de potassio (KiFe(Cn)s) 0,8% e cloreto de calcio 5mM diluidos
em tampéao cacodilato 0,1M, pH 7,2, por 1h, a temperatura ambiente, protegido
da luz. Em seguida, as células foram lavadas no mesmo tampédo e
desidratadas em concentracdes crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 2x
100%) — 10 minutos em cada etapa. Em seguida, o material foi infiltrado por
aproximadamente 12 horas a temperatura ambiente, em resina Polybed diluida
em igual proporcdo em acetona 100%.

Posteriormente, o material foi infiltrado em resina Polybed pura por 5h, e
apos este tempo incluido na mesma resina e polimerizado a 60°C por 48h. Os
cortes ultrafinos obtidos foram contrastados em solucdo de acetato de uranila
aquosa 5% por 45 min e citrato de chumbo por 5 minutos. As amostras foram

observadas ao microscopio eletrénico Zeiss 900 ou Jeol 1200.

4.6.2 Citoquimica ultraestrutural:

a) Técnica do acido fosfotingstico (PTA):  as células foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% diluido em tamp&o cacodilato 0,1M, pH 7,2 por no minimo 1
horas. Em seguida, as células foram lavadas no mesmo tampdo e entdo

incubadas por 2 horas em uma solugéo 2% de acido fosfotangstico diluido em
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etanol absoluto. A desidratacdo foi feita em concentragcdes crescentes de
etanol (50%, 70%, 90% e duas vezes de 100%) - 10 minutos em cada etapa. A
infiltragéo e a inclusdo foram feitas em resina Polybed, como anteriormente
descrito. ApGs a obtencdo dos cortes ultrafinos por ultramicrotomia, o material
foi contrastado com acetato de uranila 5% por apenas 5 minutos e com citrato
de chumbo por 5 minutos para posterior visualizacdo em microscopio eletrdnico
de transmissdo Jeol 1200 ou Zeiss 900. A preparacdo da amostra atraves
desta técnica detecta proteinas basicas ricas em histidina (Souto-Padron &

DeSouza, 1978, 1979).

b) Técnica da prata amoniacal para a identificacao de proteinas
basicas: as células foram fixadas em glutaraldeido 2,5% diluido em tampéao
cacodilato 0,1M, pH 7,2 por no minimo 1 hora e lavadas em agua destilada. As
células foram entdo incubadas por 5 minutos em uma solu¢cdo de prata
amoniacal. Esta solucdo é obtida a partir da adicdo gradual de nitrato de prata
10% ao hidroxido de amobnio concentrado até que a solucdo torne-se
ligeiramente turva. Apdés incubacdo, as células foram lavadas em &gua
destilada e fixadas por 3 minutos em uma solucdo de formaldeido 3%. O
material foi em seguida poés-fixado por 1h em solucdo contendo tetroxido de
osmio (0s0O,) 1%, ferrocianeto de potassio (KiFe(Cn)g) 0,8% e cloreto de calcio
5mM, diluidos em tamp&o cacodilato 0,1M, pH 7,2, a temperatura ambiente. A
desidratacdo, a infiltragdo e a inclusdo foram feitas como descrito
anteriormente. A preparacdo da amostra através desta técnica detecta
proteinas basicas ricas em arginina e lisina (MacRae & Meetz, 1970; Souto-

Padron & DeSouza, 1978).
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c) Identificacdo de acidos nucléicos com uranila 0, 42%: as ceélulas
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% diluido em tamp&o cacodilato 0,1M, pH
7,2 por no minimo 1 hora. Em seguida, as células foram lavadas no mesmo
tampéo e desidratadas com concentragdes crescentes de etanol (50%, 70%,
90% e duas vezes de 100%) - 10 minutos em cada etapa. A infiltracdo e a
inclusdo foram feitas em resina Polybed, como descrito anteriormente. Apés a
ultramicrotomia, os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila
0,42% diluido em agua por 30 minutos e com citrato de chumbo por 5 minutos.
Cabe mencionar que a contrastagdo de materiais bioldégicos com
concentragfes de até 0,42% revela acidos nucléicos de modo seletivo. Ja as
solugbes aquosas com maior concentragao de uranila (> 0,42%) e as solucdes
alcoolicas, contrastam proteinas e outros componentes celulares. As grades
foram visualizadas ao microscépio eletrbnico de transmissdo Jeol 1200 ou

Zeiss 900.

4.6.3. Imunocitoquimica Ultraestrutural para a dete  ccdo de DNA

Técnica da terminal desoxinucleotidil transferase (  TdT): com o
intuito de observar a distribuicdo do DNA no cinetoplasto das células tratadas
com a acriflavina, foi utilizada a técnica da terminal deoxinucleotidil transferase
(TdT). O material foi preparado seguindo o protocolo de rotina para microscopia
eletrbnica de transmissdo, porém sem passar pela etapa de poés-fixacdo. As
grades contendo os cortes ultrafinos foram incubadas em solug&o contendo 20
UM de 5’-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), 125 U/ml de TdT e 4 uM de cada uma
das dNTPs (dCTP, dGTP e dATP). Em seguida, os cortes foram incubados

com anticorpo monoclonal anti-BrdU diluido 1:50 em PBS, lavados e incubados
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com o anticorpo secundério anti-mouse IgG na proporcdo de 1:40 acoplado a

particulas de ouro coloidal de 10nm de diametro (Motta et al., 2003).

4.7 Consumo de O ;:

O consumo de O, de formas epimastigotas de T. cruzi e B. culicis
tratados e né&o tratados com acriflavina foi medido por respirometria de alta
resolucdo (Oroboros Oxygraph-2K, Instruments, Innsbruck), conforme
especificacdes dos fabricantes.

Epimastigotas de T. cruzi foram cultivados em meio LIT suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Para B. culicis, o crescimento foi feito em meio
Warren suplementado com 10% de soro fetal bovino. Ambas as culturas foram
acondicionadas em estufa a 28° C. A droga foi adicionada apés 12 horas (B.
culicis) ou 24 horas (epimastigotas de T. cruzi) de cultivo em diferentes
concentracdes (5,10, 25 e 50pg.ml™). Apés 24 horas de adicdo da droga e
antes das medicdes, as células foram lavadas duas vezes no proprio meio de
cultura para a retirada do soro fetal bovino e da droga que se encontrava
presente. Uma aliquota das células foi retirada para contagem, sendo diluidas
para uma concentracdo final de 10’ células.ml™. Para normalizar a leitura do
equipamento, foi utilizado o mesmo meio de cultura usado para o crescimento

celular dos protozoarios.
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4.8 Andlises graficas e estatisticas
Os gréficos e analises estatisticas foram plotados no programa Prim 5
da Graphpad. Para as analises comparativas, foi utilizado o teste multiplo de

comparacgao de Tukey.
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5 Resultados

“Eu acredito demais na sorte. E tenho constatado qu e,
guanto mais duro eu trabalho, mais sorte eu tenho.”

Thomas Jefferson
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5.1 Proliferacéo celular:

As curvas de proliferagdo celular revelaram um efeito inibitorio dose-
dependente apos o tratamento com a acriflavina, tanto em Blastocrithidia culicis
como em Trypanosoma cruzi. B. culicis se mostrou mais afetada por
concentracbes mais baixas da droga do que os epimastigotas do T. cruzi. No
entanto, estes Ultimos se mostraram mais vulneraveis as altas concentractes
da droga. As curvas de proliferagdo celular revelaram também que em ambos
protozoarios, o efeito mais acentuado da droga no crescimento, comeca a ser

observado apos 48 horas de tratamento (Figs. 19 e 20).

Epimastigotas de T. cruzi com Acriflavina
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Figura 19: Curva de proliferacao celular de epimastigotas de T. cruzi. A seta

indica 0 momento em que a droga foi adicionada ao meio de cultura.
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B. culicis com Acriflavina
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Figura 20: Curva de proliferacdo celular de B. culicis. A seta indica 0 momento

em que a droga foi adicionada ao meio de cultura.

5.2. Microscopia eletronica de transmissao de rotin  a:

As andlises feitas por microscopia eletrbnica de transmissao revelaram
efeitos semelhantes na ultraestrutura dos epimastigotas de T. cruzi e B. culicis
apos tratamento com a acriflavina.

Nos epimastigotas de T. cruzi baixas concentracdes de acriflavina
(1pg.ml™, 72h) revelaram aumento da compactacdo da rede de kDNA em
relacdo as células controle (comparar Figs 21 a-c). Também foi possivel
observar a presenca de uma estrutura arredondada e eletrondensa proxima a
regido do sitio anti-podal (Fig. 21 d)

Com o aumento da concentracdo de acriflavina (50pug.ml?, 48h), é
possivel notar que as alteracdes no KDNA se tornaram mais drasticas. Parte
da rede apresenta compactacao inalterada, no entanto comegcam a surgir

porcbes de material com eletrondensidade diferenciada nas extremidades da
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rede de kDNA, que podem variar quanto ao seu grau de compactacgéo (Figura
22 a-d, seta branca). Deste modo, certas regibes podem se apresentar
eletrondensas e com uma leve fragmentacdo (Fig. 22 ¢ — seta branca da
esquerda) ou mesmo com aparéncia menos eletrondensa e com arranjo fibrilar
menos compacto em relacdo a rede do kDNA (Figuras 22 c - seta branca da
direita). Ap6s o tratamento dos epimastigotas de T. cruzi com 50pg.mi™ por 48
horas, o cinetoplasto, pode apresentar a rede em completa desorganizagao em
relacdo ao arranjo caracteristico (Figuras 22 d-e). Além das alteracdes
observadas no cinetoplasto, o inchagco mitocondrial e a intensa vacuolizag&o
puderam ser notados em epimastigotas tratados com 50ug.ml™ por 48 horas
(Fig.22 f). Nao foram observadas alteracbes no nucleo, nem no citoesqueleto

das células tratadas.
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Figura 21: Ultraestrutura celular observada por microscopia eletrénica de transmisséo
de epimastigotas de T. cruzi tratados ou nédo tratados (controle) com baixa
concentracao de acriflavina.

a — Epimastigota de T. cruzi controle, mostrando as estruturas tipicas dos
tripanosomatideos.

b — Cinetoplasto de um epimastigota de T.cruzi ndo tratado.

c — Célula tratada com 1pg.ml*, 72h. Notar que h& um ligeiro aumento de
compactacdo da rede de KDNA em relacéo ao controle

d — Epimastigota de T. cruzi tratado com 1pg.ml*, 72h. A seta indica estrutura
arredondada e eletrondensa atipica

BF = Bolsa Flagelar, C = Cinetoplasto, CB = Corpo basal, F = flagelo, N = nucleo, SA =
Sitios antipodais. Barras = 0,25um.
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Figura 22: Epimastigotas de T. cruzi tratados com concentracdes elevadas de
acriflavina.

a—f - Protozoario tratado com 50pug.ml™, 48h.

As setas brancas indicam por¢des diferenciadas do KDNA que apresentam
compactacéao variada quanto a organizacao da rede.

CB = Corpo basal, M = Mitocdndria, V = Vesiculas, Barras = 0,25um.
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O tratamento de B. culicis com acriflavina revelou alteracdes na rede do
kDNA e na ultraestrutra da mitocondria. Os protozodrios tratados com 5pg.ml™,
por 24 horas, apresentaram perda do arranjo fibrilar caracteristico do kDNA,
além de uma leve compactacdo da rede, quando comparados a células
controle. Além destes efeitos, também foi observado inchaco da mitocondria e
de suas cristas (Figs. 23 a-b). No entanto, semelhante ao ocorrido com
epimastigotas de T. cruzi, observamos apés o tratamento com acriflavina,
por¢cBes diferenciadas da rede de KDNA quanto a compactagdo. Deste modo,
uma intensa condensacao na porc¢ao central da rede de kDNA pode ser notada,
porém observamos a perda gradual da eletrondensidade em direcdo a periferia
da rede (Fig. 23c, setas brancas). Apos tratamento de B. culicis com 10 e
25ug.ml™? por 24 horas observamos uma maior descompactacédo da rede de
KDNA. A presenca de regides da rede contendo graus de compactacdo e
eletrondensidade diferenciadas, também foi observada. O arranjo fibrilar ainda
esta presente, porém este se mostra de modo cada vez menos comapcto (Figs.
24 a-b, setas brancas). Além destes efeitos, um intenso incha¢go mitocondrial
também foi observado (Fig. 24 c). O tratamento com a concentracdo de
50ug.ml* por 48 horas, evidenciou uma rede de kDNA completamente
desarranjada, no entanto, o arranjo fibrilar ainda se encontrava presente, ainda

que de modo nao uniforme (Fig. 24 d).
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Figura 23: Ultraestrutura celular observada por microscopia eletrénica de transmisséo
de B. culicis tratada ou nao tratada (controle) com baixa concentracdo de acriflavina.
a - Célula controle onde observamos além de estruturas tipicas como o nucleo e a
mitocondria ramificada, a presenca da bactéria simbidtica (S). Inset: Observar no
cinetoplasto o arranjo mais largo e frouxo da rede de KDNA

b-c - Protozoérios tratados com 5pg.ml™ por 24h.

b - Notar a compactacéo alterada do kDNA e a presenca de uma mitocéndria inchada
com cristas alargadas.

¢ - Observar a mudanca de compactacdo do kDNA. As setas brancas indicam porcbes
diferenciadas da rede onde a condensacédo € menor em relacdo a regido central.

N = nucleo, S = simbionte, BF = Bolsa flagelar, M = Mitocéndria, F = Flagelo.

Barras = 0,25pum.
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Figura 24: Ultraestrutura de B. culicis tratada com concentrac¢des elevadas de
acriflavina.

a — Célula tratada com 10pg.ml™, 24h. Notar as alteragcdes na compactacdo da rede de
kDNA

b e ¢ — Protozoérios tratados com 25ug.mi™* por 24h. Notar a perda de compactac&o
do kDNA (b) e o intenso inchagco mitoncondrial (c¢)

d — B. culicis tratada com 50ug.ml™* por 48h. Observar o arranjo fibrilar heterogéneo da
rede de kDNA.

As setas brancas indicam regides do KDNA com compactagdo menos intensa.

BF = Bolsa flagelar, M = Mitocbndria, Barras = 0,25um.
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De acordo com as observacdes feitas por microscopia eletronica de
transmissao, o arranjo do cinetoplasto de epimastigotas de T. cruzi mostrou-se
mais apto para a observagao das alteracOes e posterior avaliacdo dos efeitos
ultraestruturais da acriflavina. Isto porque, o cinetoplasto de B. culicis apresenta
uma topologia mais arredondada e mesmo apés o tratamento, a forma geral da
estrutura € mantida, diferentemente do que acontece em epimastigotas de T.
cruzi. Neste ultimo caso, o formato em barra € perdido apds o tratamento e a
rede toma diversas outras formas que auxiliam a deteccdo de alteragbes no
arranjo do KDNA e na compreensao dos efeitos provocados pela droga. Deste
modo, optamos por realizar as técnicas citoquimicas unicamente com a forma

epimastigota de T. cruzi.
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5.3 Citoquimica ultraestrutural:

5.3.1 Deteccao de proteinas basicas utilizando a té cnica do PTA: Analises
por microscopia eletrbnica de transmissdo de protozodrios submetidos a
técnica do acido fosfotlingstico revelaram a marcacdo no ndcleo e de todo o
cinetoplasto, sugerindo a presenca de proteinas basicas associadas as fibrilas
de kDNA. E interessante notar também uma discreta marcagdo na regido
equivalente a zona cinetoflagelar (KFZ — Fig. 25 a). Nos protozoarios tratados
com acriflavina 50pg.ml™* por 48 horas, observamos uma marcacéo ao longo da
rede de KDNA alterada, sendo que esta € mais forte na periferia da rede (Fig.
25 b). Notamos também, que nos sitios com compactacédo diferenciada da rede

de KDNA, a marcacdo é menos evidente (Fig. 28 b, seta branca).

KDNA

Figura 25 - Técnica de deteccdo de proteinas basicas ricas em arginina e lisina
utilizando a técnica do PTA em epimastigotas de T. cruzi.

a - Protozoario ndo tratado (controle). Notar marcag¢do no nucleo e na rede do kDNA,
inclusive na zona KFZ

b - Célula tratada com acriflavina 50pg.ml™ por 48h. A rede de kDNA tem arranjo
alterado e esta marcada, entretanto os sitios com compactacéo diferenciada mostram
marcagado menos evidente (seta branca).

CB = corpo basal, N = nucleo, KFZ = Kinetoflagelar Zone (Zona cineto-flagelar). Barras
= 0,25 um.

76



5.3.2 Deteccdo de proteinas basicas utilizando a té cnica da prata
amoniacal: Em protozoarios controle, as analises por microscopia eletrbnica,
apos a aplicacdo da técnica da prata amoniacal, revelaram marcagdo em
regibes mais compactas e eletrondensas da rede de kDNA. Observamos
também, uma marcacdo especifica na regido da zona cinetoflagelar, mais
especificamentenos nos sitios de ligacao cinetoplasto-corpo basal (Fig. 26 a,
seta preta pequena). Nos protozodarios tratados com acriflavina 50ug.mi™ por
48 horas, notamos que a marcacao se estendeu por toda a rede do kDNA, que
mostrou arranjo completamente alterado (Fig. 26 b-d). A marcacgéo concentrou-
se na regido mais central da rede (Fig. 26 b), préxima a periferia (Fig. 26 c) ou
mesmo nas regides de compactagcao diferenciada, ainda que de modo bem

menos intenso (Fig. 26 d, seta branca).
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Figura 26 - Técnica de deteccdo de proteinas basicas ricas em histidina, utilizando a
técnica da prata amoniacal em epimastigotas de T. cruzi.

a - Célula nao tratada (controle). Notar marcacdo nas regides mais eletrondensas da
rede, inclusive nos sitios de ligacao cinetoplasto-corpo basal.

b — d - Protozoario tratado com acriflavina 50pg.ml* por 48h. A marcacdo foi
observada em diversos pontos da rede de kDNA, como na regido central (b), periférica
(c) e mesmo na regido com compactacao diferenciada (d, seta branca).

CB = corpo basal. Barras = 0,25 pum.
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5.3.3 Deteccdo de acidos nucléicos utilizando aceta to de uranila
0,42%: Analises por microscopia eletrdnica de transmissdo utilizando a
incubagdo de cortes ultrafinos com uranila 0,42% permitiram a deteccdo dos
acidos nucléicos no cinetoplasto, mostrando que estes compdem a rede do
KDNA (figura 27a). ApOs o tratamento com acriflavina, ainda observamos
marcacdo na rede, especialmente em sua periferia. Nos sitios onde ocorre o
desarranjo do KDNA, a marcacdo se mostrou mais discreta (figura 27b-seta

branca).

Figura 27: Citoquimica ultraestrutural utilizando uranila 0,42% para a detec¢do de
acidos nucléicos.

a — Epimastigota de T. cruzi ndo tratado com acriflavina.

b — Célula tratada com 50ug.mi™* por 48h. Notar que a marcacéo é mais intensa na
periferia da rede. A seta branca indica regido com compactacgédo diferenciada da rede
de kDNA onde a marcagéo € mais discreta.

CB = Corpo basal, N = nlcleo. Barras = 0,25 um.
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5.3.4 Deteccdo de DNA utilizando a técnica do TdT: A técnica do TdT é
especifica e bastante sensivel para a deteccdo de DNA. Ela foi utilizada para
determinar a composicdo das regides com eletrondensidade diferenciada na
rede de kDNA apéds o tratamento com acriflavina. Deste modo, em células nédo
tratadas de epimastigotas de T. cruzi, observamos marcacéo ao longo da rede
de kDNA. Também foi possivel observar particulas de ouro na regidao da zona
cinetoflagelar (KFZ), no entanto, esta se apresentava pontual e mais discreta.
O nucleo também foi marcado, especialmente na regido de heterocromatina
junto ao envoltério nuclear (Fig. 28 a). Nos protozoarios tratados com 5ug.ml™
por 48 horas, foi observada marcacao na rede compactada pela acéo da droga
(Figura 28 b). No entanto, as por¢cbes que apresentam compactacao
diferenciada daquela observada na rede de kDNA, mostram auséncia de

marcacéao (Figura 28 c e 28 d, setas brancas).
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Figura 28: Citoquimica ultraestrutural utilizando a técnica do TdT, que é especifica
para a deteccao de DNA.

a — Célula ndo tratada. Notar a marcacao no nucleo e na rede de kDNA, inclusive na
regiao KFZ.

b — d — Epimastigotas de T. cruzi tratados com 5ug.ml™*, 48h. Notar a marcacéo da
rede condensada de kDNA (b) e a auséncia de particulas de ouro nas porgdes de
compactacédo diferenciada em relacdo a rede de KDNA (setas brancas).

F = Flagelo, CB = Corpo basal, KFZ = Kinetoflagelar Zone (Zona cineto-flagelar).

N = nucleo. Barras = 0,25 pm.
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5.4 Técnica do Pandtico Rapido observada por micros  copia Optica de
campo claro: Para a identificacdo de células discinetoplasticas utilizamos a
técnica do Pandtico Rapido, que marca compartimentos que contém DNA,
como o nucleo e o cinetoplasto. Em protozoarios que nao foram submetidos ao
tratamento com acriflavina, a marcacdo mostrou-se forte no cinetoplasto e mais
discreta no ndcleo. Nestas células, é evidente o formato mais alongado e em
forma de barra do cinetoplasto presente nos epimastigotas de T. cruzi (Fig. 29
a).

Nos protozoéarios tratados com acriflavina 5ug.ml* por 48 horas,
observamos a presenca de células discinetoplasticas, jA que ndo € possivel
notar a marcacao caracteristica do cinetoplasto (Fig. 29 b, setas pretas). Outros
fendbmenos puderam ser evidenciados com esta técnica como a perda de
conformacéao do cinetoplasto, que se mostrou arredondado em algumas células
(Fig. 29 b-c, setas vermelhas). Além disso, notamos que protozoarios em fase
final da citocinese podem apresentar uma célula filha carregando um
cinetoplasto com caracteristica arredondada e a outra célula filha sem

cinetoplasto (Fig. 29 d, seta azul).
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Figura 29: Técnica do Pandético Rapido observada por microscopia optica de campo
claro aplicada em epimastigotas de T. cruzi.
a — Protozoarios controle, onde sé&o observados o nucleo (N) e o cinetoplasto (C) em

forma de barra.
b e ¢ — Células tratadas com acriflavina 5pg.mI™ por 48 horas. Notar que ha células

discinetoplasticas (DC) (setas pretas), com cinetoplasto arredondado (setas
vermelhas) e células em citocinese onde uma das células filhas é DC (seta azul).

Barras = 3 um.
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5.5 Quantificacdo de protozoarios discinetoplastico s em culturas tratadas

com acriflavina: Para avaliar o percentual de células discinetoplasticas (DC)
presente em culturas de B. culicis e epimastigotas de T. cruzi, nés realizamos o
tratamento dos protozoarios por 24h em duas condi¢bes: com acriflavina
5ug.ml?, que representa a mais baixa concentracdo capaz de promover o
aparecimento de células DC; e com 50ug.ml*, pois esta foi a maior
concentracdo usada nos experimentos. Foi possivel entdo observar, que em
concentragfes mais altas, houve aumento do nimero de células DC em ambas
as espeécies. No entanto, B. culicis apresentou maior percentual de células com
este padrdao quando comparada a T. cruzi. O valor é duas vezes maior para
células tratadas com 5pg.ml* por 24h e aproximadamente 1,35 para

protozoarios tratados com 50pg.ml™ por 24h (Fig. 30).

- 5pg.m|'1
40- = 50pg.mit

% de células discinetoplasticas
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Figura 30: Quantificacdo de células discinetoplasticas apds o tratamento com

acriflavina 5 e 50 ug.ml™* por 24h (n = 400 células).
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5.6 Analise da ultraestrutura e proliferacdo de epi  mastigotas de T. cruzi
submetidos ao longo tratamento com acriflavina: Neste experimento,
utilizamos apenas a forma epimastigota de T. cruzi que apresenta tempo de
geracdo maior (24h) e é capaz de sobreviver por mais tempo quando mantida
em estufa a 28 °C, se comparados a B. culicis, que possui tempo de geracio
menor (em torno de 12 h) e ndo sobrevive a varios dias sucessivos na estufa
sem repique. Considerando estas diferentes condi¢des de crescimento de cada
espécie, perdemos o valor comparativo do experimento.

Os ensaios utilizando repiques sucessivos a cada 72h, quando era
readicionada a droga na concentracéo de 5pg.ml™, mostraram que 100% das
células apresentavam o cinetoplasto alterado. Apés 96 h de adi¢do da droga, o
kDNA destas células se apresentou fragmentado (Fig. 31 a). Uma grande parte
da rede desaparece, indicando perda progressiva de kDNA apds uma alteragédo
completa de seu arranjo (Fig. 31 b). Ap6s 168 h de tratamento os resultados
sdo semelhantes, pois 0 kDNA mostra perda do seu arranjo arranjo tipico e
uma leve fragmentacédo (Fig. 31 c). Além destes efeitos, o inchago mitocondrial

também pode ser observado nos protozodrios tratados (Fig. 31 d).
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Figura 31: Epimastigotas de T. cruzi submetidos a tratamento mais longo com 5Sug.ml™
de acriflavina.

a e b — Células submetidas a 96h de tratamento. Notar a fragmentacao (a) e a perda
de grande parte (b) da rede de kDNA.

¢ e d — Protozoarios submetidos a 168h de tratamento. Observar a fragmentagédo do
kDNA (c), além do inchaco mitocondrial (d).

CB = Corpo Basal, F = Flagelo, G = Complexo de Golgi, N = Nucleo e M =
Mitocondria. Barras = 0,25um.
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5.7 Quantificacdo de células discinetoplasticas do experimento de
longo tratamento em epimastigotas de T. cruzi: A curva de proliferacédo
celular com o tempo final extendido até 192 horas, revelou que ocorre
decréscimo no numero de células a partir do ponto dde 120 horas (Figura 32).
Além das 192 horas, ndao foram mais observadas células presentes no meio de
cultura (dados ndo mostrados). A percentagem de células discinetoplasticas
observadas apds o tratamento com acriflavina 5pg.mI™* nos tempos de 48, 120
e 192 horas foi similar (entre 55-60%), aumentando ligeiramente com o tempo
mais longo de longo do tratamento (Fig. 33). Estas contagens foram feitas
utilizando o método do Pandtico R4pido. A avaliagdo da viabilidade celular
utilizando azul de tripan 0,1% demonstrou que 100% das células permanece

viavel nos pontos de 48h, 120h e 196h (dados ndo mostrados).

_— 35+
© —— Controle
8 30- -1
X o ™ 1ug.mi

“ —h— -1
8 5ug.mi
2 20- — 10pg.mlt
o 15- —— 25pg.mi?
o —o— -1
S 10- 50ug.mi
£
=2

0 T T T T T T T 1

0 24 48 72 96 120 144 168 192
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Figura 32: Curva de proliferacdo celular de epimastigotas de T. cruzi

submetidos ao longo tratamento com acriflavina por até 192h.
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Figura 33: Porcentagem de células discinetoplasticas em epimastigotas de T.

cruzi submetidos ao tratamento mais longo com acriflavina.

Em epimastigotas de T. cruzi, os efeitos ultraestruturais, assim como a

presenca do fendbnemo de discinetoplastia encontram-se resumidos na tabela

6, para efeitos de comparacéo entre estes resultados.

Tabela 6: Efeitos da acriflavina na ultraestrutura de T. cruzi
Concentra | Tem | 24h 48h 72h 96h 120h 192h
céo | pos
—
1pg.mlt - Compactag&o
do kKDNA
5 pg.ml™* - 10,67% de - Fragmentacdo | - Fragmentag&o
discinetoplastia da rede da rede
- Perda de parte | - Inchaco
darede mitocondrial
- 54,75% de - 60,5% de
discinetoplastia | discinetoplastia
50 pg.ml* - Compactacao
do kDNA
- Perda de
arranjo fibrilar
- Inchaco
mitocondrial
- 28,20% de

discinetoplastia
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5.8 Medicdo do consumo de oxigénio:  As medi¢cdes do consumo de O, da
forma epimastigota de T. cruzi mostraram efeito inibitério dose dependente
apos o tratamento por 24hs com acriflavina em diferentes concentragdes (Figs.
33 e 34). As diferencas do consumo de O, entre o controle e a concentracéo de
50pg.mlte a concentracdo de 5ug.ml? e 50pg.ml™ mostraram-se significativas.
Notar que as taxas de consumo de O, de B. culicis sdo maiores do que aquelas
observadas para a forma epimastigota de T. cruzi. Entretanto tal consumo de
O, ndo se da de modo dose dependente, ja que 0s protozoarios tratados com
as concentracdes de 5 e 10 pg.ml™, assim como as concentracées de 25 e 50
ug.ml* de acriflavina, apresentam valores similares (Fig. 35 e 36). Isso pode
ser observado através das analises estatisticas que revelaram que a diferenca
entre as concentracdes de 5pg.ml* e 10pg.ml* e 25ug.mli* e 50pug.mli* nao
foram significativas.

Além disso, B. culicis mostrou um maior decréscimo da taxa de consumo
de O, do que T. cruzi quando comparamos O percentual de inibicdo do
consumo de O, das células tratadas com acriflavina em relagdo as células

controle (comparar as Figs. 34 e 36).
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Figura 34: Consumo de oxigénio de epimastigotas de T. cruzi testado em

células controle ou tratadas com 5,10, 25 e 50 pg.ml™ de acriflavina por 24 h.
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Figura 35: Percentual de inibicdo do consumo de oxigénio de epimastigotas de T. cruzi

considerando cada concentracdo de droga utilizada em relagcdo ao consumo de células
nao tratadas.
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Figura 36: Consumo de oxigénio de B. culicis controle e tratado com 5,10, 25 e

50pug.ml™ de acriflavina por 24 horas.
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Figura 37: Inibicdo do consumo de oxigénio de B. culicis para cada concentragéo de
droga utilizada em relagédo ao consumo de células n&o tratadas.
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6 Discussao

“Penso 99 vezes e nada descubro. Deixo de pensar,
mergulho no siléncio, e a verdade me é revelada.”

Albert Einstein
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Ha diversas classes de compostos que vém sendo pesquisados com a
finalidade de encontrar melhores opc¢les de tratamento para as enfermidades
causadas por tripanosomatideos como a Doenca de Chagas e a leishmaniose.
Tais quimioterdpicos podem atuar, ndo apenas matando o parasito, mas
também inibindo vias de biossintese, alterando processos replicativos ou
mesmo provocando a perda da funcionalidade de estruturas e/ou organelas
(Vannier-Santos & De Castro, 2009; Rodrigues & De Souza, 2008; Lannes-
Vieira et al., 2010).

O cinetoplasto dos tripanosomatideos representa uma estrutura Unica na
natureza, por abrigar de maneira compacta, o DNA da mitocondria (KDNA).
Deste modo, a organizacdo impar do cinetoplasto, assim como o complexo
processo de replicacdo e segregacao da rede de kDNA, torna esta estrutura
um potencial alvo quimioterapico. A sensibilidade a drogas que atuam de modo
direto ou indireto nestes processos tem sido reportada através do uso de
compostos de diferentes classes como os inibidores de topoisomerases, 0s
agentes intercalantes e os ligantes que interagem com a cavidade menor da
molécula de DNA (Das et al., 2004; Motta, 2008).

Os estudos com a acriflavina, um agente intercalante de DNA,
comecgaram, em tripanosomatideos por volta da década de 1960. H& diversos
relatos do uso desta droga em diferentes espécies de tripanosomatideos
patogénicos a mamiferos e até mesmo em monoxénicos (Trager & Rudzinska,
1964; Stuart, 1971; Bacchi & Hill, 1972; Riou et al., 1980). A partir destes
trabalhos, diversos efeitos foram descritos, principalmente alteragbes na
estrutura da mitocéndria e no arranjo do KDNA destes protozoarios. No entanto,

a acriflavina jamais havia sido testada em T. cruzi, o agente etiolégico da
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doenca de Chagas e em B. culicis, um protozoario monoxénico que abriga uma
bactéria simbidtica em seu citoplasma. Entre essas diferentes espécies,
encontramos arranjos diferentes do KDNA, tornando-os modelos interessantes
para o estudo da organizacédo, replicagcdo e segregacao do cinetoplasto de
tripanosomatideos.

Neste trabalho, observamos que um dos efeitos da acriflavina é
promover um efeito dose-dependente na inibicdo da proliferacdo celular em
tripanosomatideos. Isto é valido para as formas epimastigotas de T. cruzi e B.
culicis, principalmente para esta Ultima espécie. A inibicdo da proliferacédo
celular também ja havia sido observada apds o tratamento com acriflavina em
L. tarentolae (Simpson, 1968), C. fasciculata (Hill & Anderson, 1969; Hajduk,
1979), T. equiperdum (Hajduk, 1979) e T. brucei (Agbe & Yielding, 1993). Estes
resultados demonstram que esta droga é capaz de inibir a proliferacdo celular
tanto em protozoarios monoxénicos quanto em heteroxénicos que apresentam
diferentes topologias da rede de kKDNA. Além da acriflavina, o brometo de
etideo, também um agente intercalante de DNA, é capaz de promover a
inibicdo da proliferacédo celular em C. fasciculata (Manaia & Roitman, 1977) e T.
brucei (Agbe & Yielding, 1993).

Compostos que se ligam a cavidade menor do DNA como o berenil
também apresentam atividade contra a proliferagdo de tripanosomatideos,
como em T. brucei (Agbe & Yielding, 1993) e epimastigotas de T. cruzi (Zuma,
2010). A distamicina, uma droga desta mesma classe, também inibiu o
crescimento de B. culicis e de epimastigotas de T. cruzi (Zuma, 2010). As
diamidinas arométicas, compostos dicatidnicos, tiveram efeito tripanomicida

nas formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi (Da Silva et al., 2010)
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Além dos compostos ja citados, diversos inibidores de topoisomerases
apresentaram efeito sobre a proliferacdo celular de tripanosomatideos, como o
acido nalidixico, um inibidor de Topo Il de procariotos, que agiu em B. culicis,
epimastigotas de T. cruzi, L. amazonensis e C. fasciculata (Cavalcanti et al.,
2004). Inibidores de Topo I, como a camptotecina e a rebecamicina, também
sdo capazes de impedir o crescimento celular de tripanosomatideos, o que
pode resultar em apoptose (Bodley & Shapiro, 1995b; Sen et al.,, 2004,
Deterding et al., 2005). Juntos, estes dados indicam que 0s compostos que
inibem a atividade de enzimas que participam da replicacdo do kDNA, seja de
modo direto ou indireto, constituem importantes agentes quimioterapicos no
tratamento de tripanosomiases e leishmanioses.

A microscopia eletronica de transmissdo foi uma excelente ferramenta
para avaliar o efeito da acriflavina nas espécies de tripanosomatideos
analisados neste trabalho. De certa forma, os efeitos ultraestruturais notados
em epimastigotas de B. culicis e T. cruzi foram semelhantes. O inchaco
mitocondrial observado nestas duas espécies foi descrito de maneira
semelhante em L. tarentolae, onde também foi possivel notar a degeneracéo
das cristas mitocondriais. Além disso, a descri¢cdo dos efeitos da acriflavina em
L. tarentolae estdo relacionados a perda do arranjo fibrilar do KDNA e a
formacao de uma regido eletrondensa e difusa na rede (Trager & Rudzinska,
1964), como observado no presente trabalho. E importante notar, que ndo ha
relatos de alteragfes ultraestruturais no nacleo de tripanosomatideos tratados
com acriflavina. J& em T. brucei, o KDNA se mostrou alterado apresentando
tanto o fendmeno de desarranjo como o de aumento da compactacéao (referido

pelo autor como corpos densos), resultando na perda da conformacao da rede
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(Stuart, 1971). Resultados obtidos apés o tratamento de T. equiperdum com
acriflavina mostraram fragmentacdo da rede em diversas regides, e foram
referidas pelo autor como cinetoplasto alterado (Hajduk, 1979).

Em espécies de monoxénicos, as altera¢des ultraestruturais observadas
ap6s o tratamento com acriflavina, sdo similares as descritas em
tripanosomatideos heteroxénicos e patogénicos. Em Crithidia luciliae, foi
observada uma intensa compactacdo do kDNA e também uma aparente
reducdo do tamanho da rede apds o tratamento com a acriflavina. A regido
fibrilar interna se mostrava bem compacta (Steinert & VanAssel, 1967). Em C.
fasciculata, o tratamento com a droga revela uma intensa compactacao da rede
incluindo a perda do arranjo fibrilar. Neste caso, também foi possivel observar
porcdes diferenciadas da rede com uma parte dela mais compacta e outra com
perda de eletrondensidade. Além disso, algumas micrografias revelaram uma
aparente perda ou reducao significativa da rede de kDNA (Hajduk, 1979). A
mitocondria apresentou o inchago caracteristico anteriormente observado em
células tratadas com acriflavina (Hill & Anderson, 1969).

E interessante notar, que o uso de compostos ligantes que interagem
com a cavidade menor da molécula de DNA, também promoveu alteracdes
ultraestruturais em tripanosomatideos. Na forma tripomastigota de T. cruzi, as
diamidinas arométicas provocaram a desorganizagdo dos microtubulos
subpeliculares e daqueles que compdem o axonema, além de alteracdes na
mitocondria e no cinetoplasto, que apresentou o arranjo de kDNA bastante
modificado (Batista et al., 2010). Quando a forma epimastigota de T. cruzi foi
tratada com berenil, o cinetoplasto apresentou regides com menor

eletrondensidade, tal como descrito no presente trabalho ap6s o uso de
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acriflavina. Além disso, foram observadas invaginacdes da membrana
mitocondrial interna em direcdo a rede de kDNA (Zuma, 2010). Ja B. culicis,
apos o tratamento com berenil ou distamicina, mostrou maior compactacao das
fibrilas de kDNA, como ja descrito para tripanosomatideos tratados com
norfloxacina, enoxacina e acido nalidixico, compostos inibidores da Topo Il
(Zuma, 2010; Cavalcanti et al, 2004). Estas diferentes alteracdes na rede
podem estar relacionadas aos diferentes arranjos do kDNA apresentado por
estes protozoarios.

Ha relatos na literatura mostrando que o cinetoplasto é o principal alvo
de drogas que se ligam ao DNA (revisto por Das et al., 2004 e Motta, 2008). A
especificidade de ligacdo da acriflavina ao cinetoplasto tem sido relacionada a
rigueza de sequéncias A-T (Guttman & Eisenman, 1965), mas também pode
estar associada ao arranjo de circulos catenados que formam a rede de kDNA.
E interessante observar que o efeito provocado na rede de kDNA apds o
tratamento com inibidores de topoisomerases e também com drogas ligantes
de DNA é similar ao descrito no presente estudo. Juntos, estes dados indicam
que a inibicdo direta ou indireta da atividade de topoisomerases promovem
alteragcbes na ultraestrutura da rede de kDNA dos tripanosomatideos
(Cavalcanti et al., 2004; Silva et al., 2007; Batista et al., 2010; Zuma, 2010).

As citoquimicas ultraestruturais utilizadas na deteccdo de proteinas
bésicas e de &cidos nucléicos, possibilitaram uma melhor compreenséo sobre
os efeitos da acriflavina na topologia da rede de k-DNA. A técnica do PTA e da
prata amoniacal aplicadas em células controle revelaram a presenca de
proteinas basicas ao longo da rede de kDNA de epimastigotas de T. cruzi,

como anteriormente observado por Souto-Padrén e DeSouza (1978). Neste
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trabalho, observamos que apés o tratamento com a acriflavina, a marcacao se
mantém no cinetoplasto, mesmo apos a perda do arranjo do kDNA. Entretanto,
nas regides da rede que apresentaram reducdo de eletrondensidade, a
marcagao mostrou-se mais discreta. Estes dados indicam que a acdo da
acriflavina promove a redistribuicdo das proteinas bésicas que estdo
associadas ao cinetoplasto, o que possivelmente, explica as mudancas
conformacionais da rede de KDNA.

O uso da uranila a 0,42%, que detecta acidos nucléicos como DNA e
RNA, revelou uma marcagéo discreta na porcdo menos eletrondensa da rede
de kDNA. Entretanto, a aplicagdo da técnica do TdT, que € altamente
especifica para deteccdo de DNA, ndo mostrou marcacdo nesta regido da
rede. Deste modo, podemos sugerir que estas regides da rede que apresentam
menor eletrondensidade, ndo correspondem a sitios contendo circulos de
kKDNA decatenados. Ha relato de que o tratamento de T. cruzi com acriflavina
pode gerar o acimulo de RNAm (Coelho, 2001). E possivel propér que as
regibes menos eletrondensas observadas por microscopia eletronica de
transmissdo contenham RNA acumulado, entretanto novos ensaios
citoguimicos e imunocitoquimicos serdo necessarios para confirmar esta
hipotese. Além disso, outros efeitos promovidos pela acriflavina como a
linearizacdo dos minicirculos, foram descritos em T. equiperdum, sugerindo
que a replicacdo dos minicirculos poderia estar comprometida (Riou et al.,
1980). De outro modo, foi proposto que o berenil evita a saida de minicirculos
da rede o que também inibiria 0 processo replicativo do kDNA (Portugal, 1994).

Entre os efeitos provocados pela acriflavina, esta a discinetoplastia. Este

fendbmeno era antigamente referido como acinetoplastia. No entanto, em 1964,
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Trager & Rudzinska substituiram este termo e propuseram uma nova defini¢cao
para ele. A discinetoplastia passou entdo a definir células com o arranjo de
KDNA alterado, mas com a estrutura do cinetoplasto ainda presente. As
evidéncias baseadas em microscopia eletrOnica de transmissao suportam esta
definicdo, pois mostram que a rede de kDNA ainda se encontra presente
apesar do cinetoplasto ndo ser detectavel apos a coloracdo por Giemsa.

Partindo destas observacfes, utilizamos a coloracdo do Panotico
Rapido, que funciona de modo semelhante ao Giemsa, para observar o efeito
da acriflavina no cinetoplasto de protozoarios tratados. Neste estudo, pudemos
observar a presenca de células discinetoplasticas tanto nas culturas de B.
culicis como nas de T. cruzi, apés o0 uso de uma concentracdo relativamente
baixa de acriflavina (5pml™). Nossos dados estdo de acordo com aqueles
observados em L. tarentolae (Trager & Ruszinska, 1964; Simpson, 1968), C.
luciliae (Steinert & VanAssel, 1967), T. brucei (Stuart, 1971), C. fasciculata e T.
equiperdum (Hajduk, 1979).

A quantificacdo do fenbmeno de discinetoplastia revelou que este era
maior em concentracdes mais altas, sendo mais frequente em B. culicis do que
em T. cruzi. Este dado reforca a idéia de que protozoarios com arranjo mais
frouxo da rede de kDNA sdo mais suceptiveis a acdo de inibidores que tém
como alvo o cinetoplasto. E importante ressaltar que nas micrografias obtidas
pela técnica do Pandético Rapido, observamos que algumas células tratadas
apresentavam a perda da forma em barra do cinetoplasto, que é tipica dos
epimastigotas de T. cruzi, e passaram a apresentar um formato mais
arredondado. Além disso, pudemos observar que células em fase final de

citocinese, apresentavam uma das células filhas com cinetoplasto arredondado
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e a outra com caracteristicas de discinetoplastia, como anteriormente descrito
em C. luciliae (Steinert & VanAssel, 1967). Este dado indica que o surgimento
de células discinetoplasticas ocorre apés a fase de sintese (fase S). Isto
porque, a acriflavina poderia promover alteracdes conformacionais da rede de
modo que os circulos ndo pudessem ser liberados para posterior replicagédo e
segregacao de maneira igualitéria entre as células filhas. Considerando estes
resultados, surgiu a necessidade de saber se o0s tripanosomatideos eram
capazes de sobreviver por longo periodo em meio de cultura contendo
acriflavina, gerando assim células discinetoplasticas (DC). Apés 192 h (8 dias),
ndo houve a possibilidade de continuar o experimento, pois todas as células
morriam apds este periodo na presenca do intercalante. A quantificacdo das
células DC nesta cultura revelou que a discinetoplastia aumentava
discretamente com o decorrer do tempo, tendendo a estabilidade, tal como
descrito em L. tarentolae (Simpson, 1968), C. fasciculata (Hill & Anderson,
1969; Hajduk, 1979) e T. equiperdum (Hajduk, 1979). Analises por microscopia
eletrbnica de transmissdo revelaram que nos tempos mais longos de
tratamento com acriflavina (entre 96h e 192h), todos o0s cinetoplastos
observados apresentavam mudancas conformacionais na rede de kDNA. Em
alguns casos, a rede parecia ter reduzido de tamanho drasticamente, de modo
semelhante ao descrito em L. tarentolae (Trager e Rudzinska, 1964) e em C.
luciliae (Steinert & VanAssel, 1967). Foi interessante observar que o uso da
concentracédo de 5uml™* gerou efeitos na topologia e conformacdo da rede de
KDNA, indicando que as células seriam incapazes de sobreviver a um

tratamento mais prolongado com concentra¢gbes mais altas de acriflavina.
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Apdés relatar todas as altera¢6es que foram observadas no cinetoplasto e
na mitocondria de células tratadas com acriflavina, surge a questdo se o
metabolismo mitocondrial estaria comprometido face ao intenso dano causado
a topologia da rede de KDNA e a prépria ultraestrutura da mitocondria.
Experimentos medindo a concentracdo de oxigénio mostraram que ha um
decréscimo dose dependente da taxa de consumo deste gas em meio de
cultura contendo protozoérios tratados com a acriflavina, quando estes séo
comparados ao controle. Tal resultado é similar ao obtido com C. fasciculata
tratada com acriflavina (Hill & Anderson, 1969; Bacchi & Hill, 1972) e também
apos o0 uso de brometo de etideo, outro intercalante de DNA (Manaia e
Roitman, 1977). Em C. fasciculata, além dos efeitos na respiracdo, foi
detectada a reducéo da atividade de diversas enzimas mitocondriais (Bacchi &
Hill, 1972). Estes resultados sugerem que danos provocados a estrutura da
rede promovem efeitos no metabolismo energético da mitocondria. A
associacdo das alteragbes da rede de KDNA, a possivel linearizacdo de
minicirculos, como foi observado em T. equiperdum (Shapiro et al., 1989),
poderia resultar no comprometimento da edicdo do RNAm proveniente dos
maxicirculos, que possuem a informacao das proteinas estruturais e funcionais
da mitocondria.

Juntas, estas observacbes completam a definicho dada a
discinetoplastia por Stuart em 1971, que considera trés -caracteristicas
essenciais: ndo ha marcacdo por Giemsa no cinetoplasto, o arranjo fibrilar do
KDNA se encontra alterado e as células sao incapazes de se dividir em
condicbes que requerem a respiracdo mitocondrial. Esta definicdo estd de

acordo com as nossas observacbes que mostram que o tratamento de
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tripanosomatideos com a acriflavina induz a discinetoplastia. Entretanto, o
fenbmeno da discinetoplastia também pode se apresentar de forma
espontanea na natureza, como em T. brucei e em T. equiperdum. Entretanto,
estes protozoarios sao capazes de sobreviver porque o metabolismo
energético ndo é completamente dependente da respiragdo mitocondrial
(Stuart, 1971; Hajduk, 1979 e revisto por Schnaufer et al., 2002).

Concluindo, o conceito de discinetoplastia se resume na perda da
marcacdo do cinetoplasto usando métodos de coloracdo como o Giemsa e o
Pandtico Rapido, para posterior observagdo por microscopia Optica. As
alteracdes conformacionais na rede de kDNA também sdo detectaveis por
microscopia eletrbnica, apés perda total ou parcial do DNA presente no
cinetoplasto. E importante salientar que este conceito de discinetoplastia ainda
nao explora outros aspectos que comecaram a ser estudados mais
recentemente como a indugdo de apoptose por inibidores de DNA

topoisomerase em Leishmania(Chowdhury et al., 2003).
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7 Conclusodes

"Uma experiéncia nunca € um fracasso, pois sempre
vem demonstrar algo."

(Thomas Edison)
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A acriflavina promoveu efeito inibitério dose dependente na proliferacao
celular dos epimastigotas de B. culicis e T. cruzi.

O tratamento com a droga revelou perda no arranjo, assim como

alteracdes na topologia da rede de kDNA das duas espécies analisadas.

Epimastigotas de T. cruzi ndo foram capazes de proliferar por mais de

192 horas em meio de cultura contendo acriflavina.

Os tripanosomatideos usados neste estudo apresentaram reducdo da

taxa de consumo de oxigénio apds o tratamento com a droga.

O tratamento com acriflavina induziu ao aparecimento de células
discinetoplasticas (DC) nas duas espécies utilizadas como modelo de

estudo.

O uso de agentes intercalantes, como a acriflavina, deve alterar o
processo replicativo e a segregacdo do kDNA, pois gerou células

discinetoplasticas, além de reduzir a proliferacédo celular.

O uso de intercalantes € uma importante ferramenta para o estudo da

topologia e replicacdo do KDNA.
O cinetoplasto se mostra sensivel ao tratamento com drogas que se

ligam ao DNA, reforcando a idéia que esta estrutura representa um

potencial alvo quimioterapico.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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