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Resumo: Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da doenca de Chagas nas Américas.
E responsavel por milhares de 6bitos a cada ano e incapacita milhares de individuos ao
trabalho, gerando assim, um grande 6nus para o governo com o tratamento dos doentes.
Os tratamentos atualmente utilizados séo eficazes em 50% dos casos em fase aguda,
porém sdo ineficazes no estagio cronico da doenca. Nesse contexto, a utilizacdo de
bioensaios permite a deteccdo da atividade bioldgica de um extrato vegetal de maneira
simples e aponta para estudos em busca de novos compostos com propriedades
terapéuticas, além da elucidacdo de aspectos da biologia basica do parasita. O presente
trabalho tem como objetivo a determinacdo da atividade anti T. cruzi de Pogonopus
tubulosus e Ocotea lancifolia. Foram avaliadas a acdo de diversos extratos, fracdes e
alcaloides isolados de ambas as plantas frente as formas epimastigotas e amastigotas do
parasita, por meio do ensaio do MTS, além da citotoxicidade frente as células Vero, por
meio do ensaio do MTT. Além da atividade biologica, foram também elucidados alguns
mecanismos de acdo de alcaloides de P. tubulosus por meio de ensaios de curva de
recuperacdo, influéncia no perfil proteico, exposicdo de Fosfatidilserina, degradacdo do
DNA e ciclo celular. Os resultados indicam a potente acdo de P. tubulosus frente as
formas epimastigotas e amastigotas do parasita (com valores de ICsq inferiores a da
droga controle Benznidazol) além de indices moderados de seletividade. O ensaio de
curva de recuperacdo demonstrou a atividade tripanostatica dos alcaloides isolados de P.
tubulosus frente ao parasita, sendo corroborados pelos ensaios de exposicdo de
fosfatidilserina e degradacdo do DNA (indicando auséncia de eventos de morte celular),
aléem de uma diminuicdo geral na sintese proteica. P. tubulosus representa uma
promissora fonte de alcaloides com atividade bioldgica anti T. cruzi. A auséncia de
morte celular nos tratamentos com os isolados possibilita uma maior facilidade no
estudo da biologia basica do parasita, que é de suma importancia para 0 aumento das

chances e possibilidades no tratamento da doenca.

Palavras-chave: Alcaloides, bioensaios, curva de recuperacdo, fosfatidilserina, ciclo

celular.
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Abstract: Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease. It is
responsible for thousands of deaths each year and disables thousands of individuals to
work, generating a great onus for the government with the treatment of patients. The
treatments used today are effective in 50% of the cases in acute phase, but are
ineffective in the chronic stage of the disease. The use of bioassays allows detection of
the biological activity of a plant extract in a simple way and points to studies searching
for new compounds with therapeutic properties. Besides the elucidation in aspects of the
basic biology of the parasite. This work aims to determine the anti T. cruzi activity of
Pogonopus tubulosus and Ocotea lancifolia. The action of several extracts, fractions
and alkaloids isolated from both plants against the epimastigote and amastigote forms of
the parasite were evaluated by MTS assay, in addition to cytotoxicity against Vero cells.
Besides the biological activity, some mechanisms of action of P. tubulosus alkaloids
were also investigated by recovery curve, influence on protein profile,
phosphatidylserine exposure, DNA degradation and cell cycle assays. The results
indicated that P. tubulosus has a powerful action on epimastigote and amastigote forms
of the parasite (with 1Cso values lower than the control drug Benznidazole) in addition to
moderate selectivity indexes. The recovery curve showed the tripanostatic activity of
alkaloids isolated from P. tubulosus against the parasite, corroborated by
phosphatidylserine exposure and DNA degradation tests (indicating absence of cell
death events), as well as a general decrease in the synthesis protein P. tubulosus,
represents a promising source of alkaloids with anti T. cruzi biological activity. The
absence of cell death in the treatments with the isolates makes it easier to study the
parasite’s basic biology, which is extremely important for increasing the chances and

possibilities in the treatment of the disease.

Key-words: Alkaloids, bioassays, recovery curve, Phosphatidylserine, cell cycle.
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1. INTRODUCAO

Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909) é um protozoario hemoflagelado da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. E o agente etiologico da doenca de
Chagas. Ao longo do seu ciclo de vida, T.cruzi apresenta trés principais formas
evolutivas distintas (epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas), que se diferenciam
morfologicamente (PRATA, 2001).

O parasita assume grande relevancia médica, econémica e social, por ser o
agente etioldgico da doenca de Chagas, que representa um problema de saude pablica
principalmente em paises da América Latina, ocasionando milhares de oObitos a cada
ano ou incapacitando milhares de individuos para o trabalho, gerando com isso imenso
onus para 0s governos com o tratamento dos doentes. Estima-se que cerca de 25
milhdes de pessoas em todo mundo estejam sob risco de infecgdo e que 6 a 7 milhdes
de pessoas estejam cronicamente infectadas pelo T. cruzi principalmente na América
Latina (Figura A), ocasionando cerca de 10.000 mortes por ano em todo o mundo
(WHO, 2017).
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Figura A - NUmero de pessoas infectadas nas areas de incidéncia da doenca de Chagas
no mundo. (COURA, 2009).



Nos Ultimos anos, o nimero de novos casos tem sido reduzido no Brasil gracas
a um maior controle da transmissdo vetorial e transfusional (COURA & VINAS,
2010), no entanto, tem se observado o aumento de casos de transmissédo oral,
principalmente na regido Norte do pais (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2015).
Estima-se que entre 1,9 a 4,6 milhGes de pessoas estejam infectadas com a doenga no
pais (MARTINS-MELO, 2014), além de 46 novos casos ao ano e mais de 25 mil
pessoas em risco de infeccdo (WER, 2015). A doenca de Chagas é considerada pelo
Ministério da Saude uma Doenca Relacionada ao Saneamento Ambiental Inadequado
(DRSAI), sendo assim as acOes para o0 seu controle tem envolvido grandes
investimentos com obras de saneamento basico, abastecimento de agua e melhorias
habitacionais. (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Nesse contexto, mostra-se urgente a prospeccao e desenvolvimento de novos
farmacos contra a doenca de Chagas. Os produtos naturais ainda representam a
principal fonte de inovacdo de agentes terapéuticos e 0s bioensaios constituem uma
Otima ferramenta no screening e determinacdo da atividade biologica de extratos
vegetais e substancias isoladas. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
determinar a acdo anti Tripanosoma cruzi de extratos e isolados de P. tubulosus e O.
lancifolia frente as formas epimastigotas e amastigotas do parasita, além da
citotoxicidade frente as células Vero e investigacdo dos mecanismos de acdo de
alcaloides isolados de P. tubulosus (influéncia no perfil proteico, curva de
recuperacdo, fragmentacdo do DNA, exposicdo de fosfatidilserina e progressdo do
ciclo celular do parasita), com vista a contribuir com o conhecimento da biologia

basica do parasita e 0 desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da doenca

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O ciclo biolégico de T. cruzi foi descrito por Carlos Chagas (CHAGAS, 1909)
no inicio do século XX, durante a investigagdo de um quadro endémico que

apresentava alteracBes patologicas graves e que posteriormente foi denominado de



Doenca de Chagas. Os estudos de Carlos Chagas ndo se restringiram somente a
descricdo da etiopatogenia da doenca, mas também a estudos sobre os vetores e
reservatorios, sobre o diagndstico parasitologico e sorolégico. Hoje se sabe que além
da transmissdo vetorial, o parasita pode ser transmitido por via sanguinea, congénita,
através de transplante de 6rgéos e por via oral, através da ingestdo de parasitas (DIAS,
2006).

A infecgdo no hospedeiro vertebrado se inicia quando formas infectantes do
parasita (tripomastigotas metaciclicas), presentes nos dejetos (fezes e urina) do vetor
(hemipteros da familia Reduviidae) sdo eliminados durante ou logo apds o repasto
sanguineo, infectando células da pele ou mucosas do mamifero que apresentem
descontinuidade. Essa etapa da interagdo envolve uma série de moléculas, entre elas
glicoproteinas de superficie, fortemente associadas a capacidade invasiva das formas
tripomastigotas do parasita (SCHENKMAN et al., 1993; PEREIRA et al., 1996). Ao
aderir a célula hospedeira, uma série de modificacdes ocorre em ambas as células, do
hospedeiro e do parasita, podendo ocorrer o recrutamento de lisossomos no sitio de
entrada do protozoario, a fusdo dos mesmos, envolvendo o parasita e formando o

vacuolo parasitéforo (ou fagolisossomo).

No interior das células, os parasitas diferenciam-se em amastigotas,
(CARVALHO & DE SOUZA, 1989; ANDREWS et al, 1990) uma forma
arredondada e com flagelo extremamente curto. Apos intensa divisdo binaria, ocorre a
diferenciagdo em tripomastigotas sanguineos, que com o movimento intenso dos
flagelos rompem as células hospedeiras, sendo liberadas na corrente sanguinea,
podendo ser ingeridas pelo vetor durante o repasto sanguineo. Apds a ingestdo das
formas tripomastigotas pelo vetor, as mesmas se diferenciam para formas
epimastigotas no intestino do inseto. Depois de sucessivas divisdes as formas
epimastigotas se diferenciam novamente em formas tripomastigotas metaciclicas, que
sdo eliminadas juntamente com os dejetos do animal, dando continuidade ao ciclo
(Figura B).
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Figura B - Ciclo Biologico do Trypanosoma cruzi no hospedeiro humano e no inseto
vetor (http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).

A adaptacdo do protozoario a diferentes temperaturas, disponibilidade de
nutrientes e aos ambientes intra e extracelulares explica as diferentes formas
evolutivas observadas no ciclo de vida do parasita, com marcantes diferencas
morfologicas, ultra-estruturais, funcionais e bioquimicas (BRENER, 1973,
ZELEDON, 1999; DE SOUZA, 2002).

A doenca de Chagas apresenta duas fases distintas: Aguda e cronica. O periodo
de incubacéo é de aproximadamente 800 dias da transmissdo vetorial e de cerca de 20
a 40 dias nos casos de transmissdo por transfusdo sanguinea (RASSI et al., 2012).
Ap0s o periodo de incubacdo geralmente inicia-se uma fase aguda, com abundante
parasitemia, facilmente reconhecida pelo exame direto de sangue e acompanhada pela
presenca de sintomas inespecificos. Nesta fase, grande parte dos pacientes apresentam-
se assintomaticos, podendo uma pequena parcela apresentar sintomas e sinais como
febre, mal-estar, aumento do figado, baco e nddulos linfaticos, edema subcutaneo e
sinais de entrada do parasita na pele (Chagoma) e membrana da mucosa ocular (Sinal
de Romafia), além de outros que desaparecem espontaneamente. Menos de 5% dos

pacientes morrem na fase aguda da doenca (RASSI et al., 2010).



Na fase cronica, aproximadamente 65% dos pacientes desenvolve sorologia
positiva para o T. cruzi e um longo periodo de laténcia clinica que pode perdurar por
30 anos, caracterizando os casos indeterminados da doenga (MACEDO, 1999; RASSI
et al., 2010). Cerca de 40% dos pacientes em fase cronica indeterminada evoluem para
a fase cronica determinada da doenga, com sintomas cardiacos e/ou digestivos além de
alteracOes laboratoriais caracteristicas da doenca (PRATA, 2001; RASSI et al., 2012).
Esta fase se caracteriza por baixa parasitemia (CASTRO et al., 2005), altos niveis
plasméticos de anticorpos circulantes e manifestacGes clinicas em consequéncia do
parasitismo intracelular (FIOCRUZ, 2012). Dentre as formas mais graves da fase
cronica, a cardiaca acomete cerca 30% dos pacientes, podendo conduzir a
complicagbes tais como bradiarritimias, taquiarritmias, aneurisma apical, faléncia
cardiaca, tromboembolismo, culminando com morte subita (MARIN-NETO et al.,
2007; RASSI et al., 2000). A segunda forma mais comum € a digestiva, acometendo
de 10 a 15% dos pacientes e levando a complicacGes relacionadas a passagem do
parasita pelo tecido nervoso entérico (alteracbes nas funcdes motora, secretoria e
absortiva do esdfago e do trato digestorio, com presenca de dilatacdo intestinal

conhecida como megaes6fago e megacdlon) (RASSI et al., 2012).

Adicionalmente, outro aspecto que deve ser levado em consideracéo é a grande
variabilidade genética do parasita, que possibilitou sua divisdo em seis grandes grupos
(Tc I, Tc I, Tc HI, Tc IV, Tc V e Tc VI). Tais grupos apresentam grandes diferencas
na distribuicdo geografica dentro da América Latina, propriedades biologicas e
susceptibilidade a drogas e tratamentos (ZINGALES et al., 2012).

Desde sua descoberta, a doenca foi tratada com diversas classes de
medicamentos, porém um tratamento realmente significativo surgiu apenas na década
de 60, com o Nifurtimox e Benznidazol (Figura C) (CLEITON, 2010; DIAS et al.
2009). O Nifurtimox (Lampit® Bayer, 4[(5-nitrofurfurilideno)amino]3-
metiltiomorfolina-1,1-diéxido) atua via reducdo do grupo nitro, gerando o radical
nitro-anion instavel, o qual torna a reagir para produzir metabdlitos de oxigénio
reduzidos altamente toxicos (ex: anion superoxido, peréxido de hidrogénio). O
mecanismo de detoxificacdo de T. cruzi para metabdlitos de oxigénio € deficiente,
particularmente para perdxido de hidrogénio, sendo entdo mais sensivel ao estresse

oxidativo que as células de mamiferos. No entanto, este medicamento apresenta sérios



efeitos colaterais como anorexia, nauseas, vOmito e vertigem, entre outros, levando
frequentemente ao abandono do tratamento. A partir da década de 80 o Nifurtimox
deixou de ser empregado como forma de tratamento para a tripanosomiase no Brasil e
posteriormente em outros paises na América do Sul (COURA, 2002). A Unica droga
utilizada atualmente no tratamento da doenga € o Benznidazol, um derivado
nitroimidazolico que ndo atua através de ciclo redox, mas atraves da formacdo de
ligacGes covalentes entre radicais nitro produzidos e macromoléculas do parasita
(REVELLLI, S. 1999; RAJAO et al. 2014).
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Figura C -Benznidazol e Nifurtimox, drogas existentes para o tratamento da doenga de
Chagas.

O Benznidazol apresenta atividade significativa na fase aguda, com cura
parasitologica em mais de 80% dos pacientes tratados (CANCADO, 1999). Entretanto,
a eficicia do tratamento varia de acordo com a regido geogréafica, provavelmente
devido a diferenca na susceptibilidade das diferentes cepas de T. cruzi as drogas
(ZINGALES, 2012). Também ja foi demonstrado que Benznidazol é eficaz na fase
crénica inicial (SOSA ESTANI et al., 1998), mas com limitada eficacia na fase
cronica tardia. Assim como o Nifurtimox, o Benznidazol também causa toxicidade
sistémica e efeitos adversos que incluem anorexia, ndusea, vomito, febre, dermatites,
dores musculares, polineuropatia periférica, além de relatos de mutagénese e dano ao
DNA (ZAHOOR et al., 1987; KIRCHHOFF, 1999). A administracdo deste farmaco
durante a fase cronica da doenca € discutida, pelo fato da dificuldade de

monitoramento de sua eficacia terapéutica (COURA, 1996).

Além da relevancia médica e econdmica, 0s tripanosomatideos despertam
grande interesse de estudo devido ao seu carater ancestral na escala evolutiva,
apresentando estruturas e propriedades biologicas singulares, como a presenca de

mitocéndria Unica e ramificada que se estende por toda a extensdo da célula, com uma



regido (cinetoplasto ou kinetoplasto) localizada logo abaixo do corpusculo basal, onde
se concentra 0 material genético mitocondrial (SHAPIRO & ENGLUND, 1995; DE
SOUZA, 2002); o nucleo esférico, com um nucléolo grande e envelope nuclear que
permanece intacto durante toda a divisdo celular do parasita (SOLARI, 1995); os
glicossomos, um tipo especializado de peroxissomo, delimitados por membrana, onde
se acumulam algumas enzimas da via glicolitica e da beta-oxidacdo de acidos graxos
(MICHELS & OPPERDOES, 1991; MICHELS; HANNAERT; BRINGAUD, 2000)
os acidocalcissomos, provavelmente envolvidos em diversos processos bioldgicos, tais
como o armazenamento de célcio e polifosfatos, manutencdo do pH intracelular e
osmorregulagdo (DO CAMPO & MORENO, 1999; revisto por DO CAMPO et al.,
2005); flagelo unico, com axonema e uma complexa estrutura paraxial e (nico
aparelho de Golgi, localizado entre o nlcleo e o cinetoplasto (DE SOUZA, 1984,
SOUZA, 1988; revisado DE SOUZA, 2002).Ao longo das ultimas duas decadas, os
novos avancos na compreensdo da biologia e bioquimica de T. cruzi tem permitido a
identificacdo de multiplos alvos para a quimioterapia da doenca de Chagas. Inimeras
vias metabolicas e estruturas celulares tém sido estudadas com vistas a identificacao
de alvos promissores: vias metabdlicas de biossintese de esterdis e isoprenoides,
metabolismo redox tiol-dependente, vias de transporte e metabolismo de poliaminas,
vias de salvamento de purinas, dentre outros, além de organelas e estruturas
importantes para o parasita, como nucleo, cinetoplasto e acidocalcisomos (revisado
por DUSCHAK & COUTO, 2007). Tais mecanismos sdo constantes alvo de estudos

envolvendo produtos naturais e/ou seus derivados.

A utilizacdo de bioensaios além de permitir a deteccdo da atividade biologica
de um extrato vegetal, substancia isolada ou substancia sintética sobre um organismo
vivo, € uma abordagem para a busca de novos compostos com propriedades
terapéuticas a serem estudados e explorados. Os produtos naturais ainda representam a
principal fonte de inovacao de agentes terapéuticos. Muitos sdo os exemplos de drogas
obtidas de plantas e que se encontram até hoje na terapéutica, como atropina de Atropa
belladona, morfina e codeina de Papaver somniferum, a digoxina de Digitalis spp.,
quinina e quinidina de Cinchona spp.,vincristina e vimblastina de Catharanthus roseus
ou Taxol de Taxus brevifolia (SHU, 1998) (WANI, 1971).



A acgdo de diversas plantas como potentes agentes antiprotozodarios (SALEM &
WERBOVETZ, 2006) tém sido evidenciada por diversas pesquisas, assim como a
atividade anti T. cruzi de extratos vegetais brutos (CACERES et al.,, 1998;
MAFEZOLI et al., 2000; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2001) bem como de
compostos isolados dos mesmos, como alcal6ides (MORELLO et al., 1995), taxdides
(BAUM et al., 1981), lignanas (BASTOS et al., 1999), terpenos (NEIRA et al., 1998)
e quinonas (DE CASTRO et al., 1994).

Ocupando cerca de 20% do territorio nacional o Cerrado é o segundo maior
bioma brasileiro, sendo superado em tamanho apenas pela Amazbnia, além de ser
considerado a ultima fronteira agricola do planeta (BORLAUG, 2002). Apresenta uma
altissima riqueza de flora com mais de 10.000 espécies de plantas, sendo 4.400
endémicas da area (IBAMA, 2007). Dessa forma, representando sozinho 5% da
biodiversidade do planeta, sendo considerado a savana mais biodiversa do mundo
(MMA, 2009).

Apesar da rica flora, esta se apresenta pouco explorada como fonte de novos
compostos biologicamente ativos. Estima-se que apenas 1% das plantas encontradas
nesse bioma sejam registradas como fonte de compostos ativos com potencialidade
para utilizacdo na sintese de medicamentos, valor bem abaixo do encontrado em
demais sistemas florestais similares (RODRIGUES, 2010). Nos altimos 35 anos cerca
de 60% dos dois milhdes de Km? do Cerrado foram desmatados e substituidos
principalmente por pastagens e culturas anuais. Devido a suas altas taxas de
endemismo, rica biodiversidade e intenso desmatamento o Cerrado tornou-se um
hotspot de conservacdo de nivel mundial (KLINK & MACHADO, 2005), salientando
a urgéncia da implementacdo de medidas de conservacgdo deste bioma, assim como sua

exploracdo como fonte de novos compostos com atividades bioldgicas.

Dentre as plantas de alto interesse farmacoldgico encontradas no cerrado
podemos destacar o Pogonopus tubulosus (A. Rich.) K. Schum (Rubiaceae) (Figura
D). Trata-se de um arbusto que cresce em florestas subtropicais da América do Sul
(bem como no Cerrado) conhecido pela alta producdo de alcaloides (SAUVAIN,
1996) e que fornecem drogas chamadas "Falsas quinas"”. A familia a qual pertence é
conhecida pela grande variedade de metabdlitos secundarios como Iriddides
(MOURA, et. al., 2006), alcal6ides (HENRIQUES et al., 2000), Antraquinonas



(LING, et al., 2002), Flavondides, derivados fendlicos, Triterpenos, Diterpenos,
Cumarinas (LUCIANO, et al., 2004), todos apresentando alto potencial bioldgico.
Tratando-se da espécie em questdo € importante ressaltar a auséncia de dados
anteriores em relacdo a sua acdo frente ao T. cruzi, além do isolamento de diversos
compostos quimicos com atividade frente ao Plasmodium falciparum. Entre os
compostos mais ativos encontram-se a Psicotrina, Cephaelina e Tubulosina, a Gltima
merecendo destaque especial, pois na concentragdo de 0,006 ¢ 0,011 pg/mL foi capaz
de inibir em 50% os parasitas de cepas resistentes deste protozoario (FRANCOIS,
1996). Além disso, estudos com Tubulosinas revelaram atividade anti-proliferativa em
células tumorais (PERDOMO, 2011), ressaltando ainda mais a potencial fonte de

substancias biologicamente ativas dessa espécie vegetal.

Ocotea lancifolia (Shott) Mez é uma planta da familia Lauraceae popularmente
conhecida como canela pilosa e usada na medicina popular devido a suas
caracteristicas anti-reumatica, depurativa, tdnica, estomaquicas, anti-inflamatéria e
antiparasitaria (MARQUES, 2001) que ocorre naturalmente no cerrado e Pantanal sul-
mato-grossense (BAITELLO, 2001) (Figura D). Esta bem estabelecida a grande
variedade de metabdlitos secundarios produzidos pelo género Ocotea, tais como
alcaloides aporfinicos e benziltetraidroisoquinolinicos, lignanas e neolignanas,
benzopiranos, monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (GARCEZ, 1995,
2010, 2011; LORDELLO, 1997). Inimeros sdo os relatos sobre a acdo anti T. cruzi de
certas espécies do género Ocotea, como O. paranapiacabensis (ALVES, 2011),
extrato etandlico de O. ceanothifolia e O. guianensis (FERNANDES, 2016) e de
alcaloides de O. lancifolia (FOURNET, 2007), o que demonstra o grande potencial da

planta para isolamento de novos compostos com atividade bioldgica contra o T. cruzi.




10

Figura D - A: Pogonopus tubulosus; B:  Ocotea lancifolia.
(http://www.latinwife.com/blog/colombia/pogonopustubulosus/;http://lauraceae.myspe
cies.info/nontaxonomy/term /46?page=19).

Nesse contexto, ressalta-se a importancia de explorar espécies vegetais do cerrado Sul-
Mato-Grossense, visando contribuir com o conhecimento da biologia béasica do
parasita e com a busca de novos compostos com potencial acdo sobre o agente

etiolégico da doenca de Chagas.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

o Avaliar a atividade anti Trypanosoma cruzi de extratos e alcaloides isolados a

partir de Pogonopus tubulosus e Ocotea lancifolia.

3.2. Objetivos especificos:

e Determinar a ICso de extratos, fragdes e alcaloides isolados a partir de
Pogonopus tubulosus e Ocotea lancifolia frente as formas epimastigotas de T.

cruzi.

o Determinar a citotoxicidade dos alcaloides isolados ativos frente as células

Vero.

o Realizar ensaio de recuperacdo do crescimento das formas epimastigotas do

parasita apds o tratamento com os alcaloides isolados ativos.

o Determinar a I1Cso dos alcaloides isolados ativos frente as formas amastigotas

do parasita.
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o Avaliar a influéncia dos alcaloides isolados ativos no ciclo celular do parasita.

o Avaliar a influéncia dos alcaloides isolados ativos no perfil proteico de formas
epimastigotas de T. cruzi.

o Avaliar a influéncia dos alcaloides isolados ativos na integridade do DNA

gendmico de formas epimastigotas de T. cruzi.

o Auvaliar a exposicdo de fosfatidilserina nos parasitas tratados com os alcaloides
isolados ativos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Extratos vegetais e substancias isoladas:

Os extratos e alcaloides isolados (Al) de Pogonopus tubulosus (Rubiaceae) (A.
Rich. ex DC.) e Ocotea lancifolia (Lauraceae) (Schott) utilizados nesse estudo foram
produzidos e disponibilizados pelos pesquisadores do Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais Bioativos do Instituto de Quimica — UFMS. De P. tubulosus foram
testados os extratos etanolico do caule, etandlico dos frutos, etandlico das folhas,
fracdo alcaloidica do caule, ndo alcaloidica das folhas e alcaloidica das folhas. Além
dos extratos e fracbes foram também testados os alcaloides isolados, aqui
denominados PTC 7, PTC 45p3, PTC 453-24, PTC 4.1-6, PTC 4-17 (provenientes da
fracdo alcaloidica do caule) além de PTF 41-43 e PTF 10-19 (provenientes da fracdo
alcaloidica dos frutos). De O. lancifolia foram testadas as fracGes diclorometanica,
hexanica, etanolica, diclorometanica/acetato de etila, acetato de etila e
agua/metandlica. Todos os extratos, fracdes e Al foram diluidos em DMSO 100% e

armazenados a 4°C.

4.2 Delineamento experimental
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De modo a elucidar a atividade bioldgica dos extratos e fracbes de ambas as
plantas, além dos mecanismos de acdo dos Al de P. tubulosus frente ao parasita,
determinou-se o0 seguinte delineamento experimental. Os extratos e fracOes de P.
tubulosus e O. lancifélia, além dos Al de P. tubulosus, foram testados frente as formas
epimastigotas do parasita para determinacdo de sua ICso. Os Al que se mostraram
ativos (ICso < 50 pg/mL) foram selecionados para o teste frente as células Vero
(citotoxicidade) e as formas amastigotas do parasita. Por fim, os alcaloides isolados
ativos (AIA) que apresentavam indice de seletividade (IS) maiores que 1 foram
selecionados para a investigacdo de seu mecanismo de acdo (Curva de recuperacdo,
Perfil proteico, exposicdo de FS, fragmentacdo de DNA e ciclo celular).

4.3 Cultivos das formas epimastigotas de T. cruzi:

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Dm28 foram mantidas a 28
°C em meio LIT (LiverInfusionTryptose) (CAMARGO, 1964; CONTRERAS et al.,
1988) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em crescimento
exponencial por meio de repiques periddicos. Para os experimentos foram utilizados

parasitas de culturas em fase exponencial de crescimento.

4.4 Obtencéo das formas tripomastigotas metaciclicas in vitro:

As formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi cepa Dm28c foram obtidas
através do processo de diferenciacdo in vitro, sob condi¢cdes quimicamente definidas
(CONTRERAS et al.,1985; BONALDO et al.,, 1988). Os parasitas em fase
estacionaria na curva de crescimento foram coletados e incubados em TAU
(Triatomine Artificial Urine) por 2 h a 28 °C. Decorrido esse periodo de estresse
nutricional, os parasitas foram entdo transferidos para garrafas de cultura contendo o
mesmo meio, suplementado de glicose e os amino&cidos prolina, glutamato e aspartato
de sodio (TAU3AAG). Apds 96 h de incubacdo as formas tripomastigotas metaciclicas
foram recolhidas do sobrenadante do meio de cultura e purificadas por cromatografia
em DEAE-51 celulose (CONTRERAS et al., 1985).
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4.5 Obtencéo das formas amastigotas:

Para os ensaios contra formas amastigotas intracelulares, foram utilizadas
células Vero (CCL-81) como células hospedeiras. Estas foram cultivadas em meio
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) (pH 7,4; suplementado com 2,5% de SFB
acrescido de 2 mM de L-glutamina, 100 pg/mL de estreptomicina ¢ 100 Ul/mL de
penicilina) e mantidas em atmosfera de 5% de CO2, a 37 °C. Apos avaliagdo da
viabilidade celular, por meio do corante vital Azul de Tripan, aproximadamente 10°
células/mL foram entdo semeadas e mantidas em placas de 24 po¢os nas mesmas
condicbes acima. ApoOs 24 horas, as células foram infectadas com formas
tripomastigotas do parasita, provenientes da metaciclogénese in vitro, na proporcao de
dez parasitas para cada célula VVero. Apos quatro horas, 0s parasitas nao interiorizados
foram removidos e as culturas mantidas por 12 horas, para obtencdo das formas

amastigotas.

4.6 Potencial anti Trypanosoma cruzi dos extratos, fracdes e Al de P. tubulosus e

O. lancifolia frente as formas epimastigotas do parasita:

O efeito dos extratos, fracdes e Al sobre a viabilidade das formas epimastigotas
do parasita foi determinado pelo ensaio do MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenyl)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio). Células em fase exponencial
foram contadas em camara de Neubauer e ajustadas para a concentracdo de 1x10°
parasitas/mL e transferidas para placas de 96 pocos. As células foram entdo incubadas
por 72h na presenca de varias concentracdes dos extratos e substancias isoladas, em
triplicata, e mantidas a 28 °C. Apds a incubacdo foram adicionados 20 uL de solucédo
de MTS (2 mg/mL) a cada poco e as placas incubadas a 28 °C por 3h. Em seguida a
densidade optica foi lida a 490 nm em um leitor uQuant® Os compostos testados
foram dissolvidos em DMSO (Dimetilsulfoxido) e diluidos no préprio meio de cultura,
de modo que a concentracdo de DMSO ndo ultrapassasse 1% (v/v) por poco,
concentracdo que ndo afeta o crescimento dos parasitas. Os resultados foram expressos

como a concentragdo de composto capaz de inibir a viabilidade do parasita em 50%
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(I1Cs0). A concentragdo de partida para a sele¢do foi de 50 ug/mL. Apenas compostos
com ICso < 50 pg /mL foram considerados ativos (MOSMANN, 1983). Todo o

experimento foi realizado em triplicata.

4.7 Curva de crescimento dos parasitas na presenca dos compostos
biologicamente ativos:

Para este ensaio foi utilizado 1 mL de cultura contendo 1.10° parasitas/mL
(formas epimastigotas) em fase exponencial de crescimento. A cultura foi distribuida
em placas de 24 pocos contendo 1 mL de meio LIT e as substancias biologicamente
ativas em diversas concentracdes. Apos adicdo das substancias, as placas foram
incubadas a 28 °C e as contagens realizadas em camara de Neubauer apos 24h (para
determinag@o da DL1oo/24h) e 72h (para a determinacdo da 1Cso/72h). Como controle
do ensaio utilizou-se parasitas em meio LIT, na auséncia das substancias. Todo o

experimento foi realizado em triplicata.

4.8 Ensaio de recuperacao dos parasitas ap0s tratamento com compostos

biologicamente ativos:

Um mililitro de cultura contendo 6.10° parasitas/mL foram tratados com
elevadas concentragdes (DLioo) dos AIA por 2 horas. Cerca de 5.10° células foram
coletadas por centrifugacdo a 2000xg/5min, lavadas 3 vezes em PBS (Phosphate
Buffer Saline) 1X e transferidas para meio de cultura (na auséncia dos alcaloides) na
concentracio de 2.10° parasitass/mL. O crescimento da cultura foi monitorado
diariamente, durante 3 dias, por meio de contagem em camara de Neubauer
(KESSLER, 2013). Como controle do ensaio foram utilizados parasitas que nao
entraram em contato com os AIA. Tal analise permitiu avaliar o tipo de acdo do

composto sobre o parasita (tripanocida ou tripanostatico).
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4.9 Potencial anti Trypanosoma cruzi dos AlA frente as formas amastigotas do
parasita:

Aproximadamente 5.10* células Vero foram mantidas na presenca de formas
tripomastigotas metaciclicas (2,5.10° parasitas/poco), durante 24 horas em placa de 24
pocos, com meio RPMI (suplementado com SBF 10%), na temperatura de 37 °C.
Apobs o periodo de infeccdo os parasitas que ainda estavam no sobrenadante foram
removidos por meio de duas lavagens com PBS. As células foram entdo incubadas por
24 horas com diferentes concentragcfes das substancias biologicamente ativas, em meio
RPMI. Em seguida as placas foram lavadas com PBS, fixadas com metanol 100% por
2 minutos e coradas com corante Dapi por 10 minutos. O ensaio foi realizado em
triplicata. A avaliacdo da atividade foi realizada por meio de contagem de 2.000
células em imagens capturadas a partir de microscopio confocal de fluorescéncia. Para
0 célculo do Pl (usado para estimar os valores da 1Cso) foi utilizada a seguinte

formula;
Pl = Ax B —-100%

Onde: PI (porcentagem de inibicao), A (n° de células totais/ n° de células infectadas) e
B (n° total de amastigotas/ n° total de células) (DA SILVA JR, 2014).

4.10 Citotoxicidade dos AlA:

A toxicidade dos compostos biologicamente ativos em células de mamiferos
foi avaliada incubando células Vero (5.10° células por pogo) em placa de 24 pogos em
meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute), suplementado com SBF 10%,
Penicilina 100 UI/mL, estreptomicina 100 pg/mL, L-Glutamina 2 mM), na presenca
dos compostos biologicamente ativos em diversas concentracdes. As placas foram
mantidas em atmosfera de 5% de COza 37 °C. A viabilidade celular foi avaliada apos
24 e 72 horas de incubacdo utilizando-se o método de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MOSMANN, 1983). As células foram lavadas
duas vezes em PBS e adicionados em cada pogo 300 puL de PBS e 60 pL de MTT
(5mg/mL). As placas foram entdo incubadas a 37 °C durante 3 horas. A reagéo foi

interrompida pela adigdo de 200 pL de SDS 10% e a leitura realizada em


https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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espectrofotometro a 570 nm. Os valores obtidos foram expressos como percentual de
inibic&o (PI), o qual foi utilizado para estimar os valores da ICso por meio de regressao
ndo linear no programa GraphPadPrism®. Em paralelo foram realizados os controles,
contendo Benznidazol, DMSO 1% ou na auséncia das substancias, validando assim o
ensaio. Todo experimento foi realizado em quintuplicata. Os indices de seletividade
(IS) foram calculados dividindo os valores de ICso dos Al frente as células Vero
(citotoxicidade) pelos valores de ICso frente ao parasita (formas epimastigotas e

amastigotas).

4.11 Avaliagéo da influéncia dos AlA no ciclo celular do parasita:

Foram utilizadas formas epimastigotas dos parasitas incubadas por 72 horas em
meio LIT na presenca dos compostos ativos (nas concentracbes de ICso pre-
determinadas pelo ensaio com MTS). Apos o periodo de incubacdo os parasitas foram
lavados 1 vez com PBS, permeabilizados, marcados através da adicdo do tampdo de
marcacdo (3,4 mM Tris-Hcl, 0,1% NP40, 700 U/L RNAse A, 10mM NaCl e 0,0075
mM iodeto de propideo) e imediatamente analisados em citometro de fluxo FACS
Canto 1l Becton-Dickinson (San Jose, CA, USA), com a aquisi¢do de 10.000 eventos
nas regides previamente estabelecidas como correspondentes a epimastigotas de T.
cruzi (KESSLER, 2013). Para a andlise dos dados utilizou-se o software Diva,

considerando somente células dentro da area determinada (gate).

4.12 Analise estatistica:

No ensaio de viabilidade do MTS a diferenca de densidade Optica entre os
grupos tratados e o controle foi feita pela analise de variancia (teste t). A diferenca da
contagem parasitaria entre os diferentes tempos foi feita pelo teste t pareado. Os
valores de ICso e DLi1oo/24h foram definidos por meio de correlagdo ndo linear no

programa GraphPadPrism®.
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4.13 Influéncia dos compostos biologicamente ativos no perfil proteico dos

parasitas:

Foram utilizadas formas epimastigotas dos parasitas incubadas por 72 horas em
meio LIT na presenca dos compostos ativos (nas concentragdes de 1Csq pré-
determinadas pelo ensaio com MTS). Apds 72h, formas epimastigotas de T. cruzi,
tratadas ou ndo com a ICso dos extratos vegetais e de compostos sintéticos ativos
foram coletadas por centrifugacdo a 4.000 x g, durante 10 min e lavadas duas vezes em
PBS. Apos as lavagens os parasitas foram ressuspendidos em PBS de forma a se obter
uma concentracio de 1.10® parasitas/mL e foi adicionado o tampdo de amostra 4x
concentrado (Tris-HC1, SDS1%, B-mercaptoetanol, glicerol, azul de bromofenol) de
forma a se obter o extrato proteico total dos parasitas. Os extratos foram submetidos a
incubagdo a uma temperatura de 95 °C por 5 minutos e armazenados a -20 °C até o
momento do uso. Aliquotas dos extratos proteicos de T. cruzi foram entdo submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (SDS-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) (LAEMMLI, 1970). O gel de empacotamento foi preparado na
concentracdo de 5% e o gel de separacdo na concentracdo de 15% de acrilamida. Em
cada corrida eletroforética foi adicionado um marcador de massa molecular, e esta foi
procedida sob corrente constante de 25mA, durante aproximadamente 4 horas. Apos a
separacdo os peptideos foram revelados através de banhos de coloracdo em solucgéo de
Azul de Coomassie e descoloracdo em solugdo de Acido Acético-Metanol (durante 12
a 24 horas).

4.14 Influéncia dos compostos biologicamente ativos na integridade do DNA

gendmico dos parasitas:

Foram utilizadas formas epimastigotas dos parasitas incubadas por 24 horas em
meio LIT na presenca dos compostos ativos (nas concentracfes de DLioo pré-
determinadas por meio de contagem). Apds o periodo de incubacéo os parasitas foram
submetidos a extracdo de DNA genémico por meio do método Fenol-Cloroformio-
Alcoolisoamilico (MEDINA, 1993). As amostras de DNA gendmico resultantes foram
submetidas a eletroforese em gel de Agarose 1,5%, sob corrente constante. Apés a

corrida eletroforética, o gel foi corado em banho de Brometo de Etidio e fotografado, a
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fim de verificar a integridade do DNA genémico. Em paralelo foram realizados os
controles contendo DMSO 1% ou parasitas na auséncia das substancias, validando

assim o ensaio.

4.15 Avaliagdo de exposicdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica por
citometria de fluxo:

A possivel exposicdo de fosfatidilserina, fosfolipideo caracteristico de células
em apoptose, sera avaliada através da utilizagho do kit comercial BD
PharmingenAnnexin V-FITC ApoptosisDetection®, seguindo as instru¢fes do

fabricante.

5. RESULTADOS

Todas as fracOes, extratos e quatro, dos sete, Al de P. tubulosus se mostraram
ativos contra as formas epimastigotas de T. cruzi. Todos os extratos e fracdes de O.
lancifolia apresentaram 1Cso maiores que 50 pg/mL, sendo considerados inativos. Os
resultados de citotoxicidade das substancias ativas frente as células Vero
demonstraram bons IS. Dentre os quatro AlA testados, apenas um foi excluido dos
demais testes por ser mais ativo contra as células animais do que contra o parasita
(1S<1). Desta forma, os AIA PTF 10-19, PTC 453-24 e PTC 4-17 foram o0s
selecionados para os demais testes de determinacdo dos mecanismos de acgdo, por
serem ativos contra as formas epimastigotas e apresentarem IS moderados. Os
resultados dos AIA frente as formas amastigotas intracelulares do parasita demonstram
bons resultados, com valores de ICso inferiores aos da droga utilizada atualmente no
tratamento da doenca (Benznidazol), além de bons niveis de seletividade (Tabelas A e
B).
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Tabela A - Valores de ICso de extratos e fragcdes obtidos de Pogonopus tubulosus e
Ocotea lancifolia frente a formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, tratados
durante 72 horas.

Espécie vegetal Extrato/Fracgao Parte da planta ICso (ng/mL) / R?

Pogonopus tubulosus

Alcaloidico Caule 3,41/0,87
Etandlico Caule 4,58/0,88
Etandlico Frutos 5,7710,94
Etandlico Folhas 1,06 /0,87
Alcaloidico Folhas 0,65/0,81
Néo alcaloidico Folhas 0,93/0,84
Ocotea lancifolia
Diclorometano Casca do caule >50
Hexanico Casca do caule >50
Etandlico Casca do caule > 50
Diclorometano/acetato Casca do caule > 50
de etila
Acetato de etila Casca do caule > 50
Hidrometanolico Casca do caule > 50
Benznidazol 14,61/0,85

Nota: R? =coeficiente de determinacio.

Tabela B - Valores de ICso de alcaloides de Pogonopus tubulosus frente a formas epimastigotas
(tratadas durante 72h) e amastigotas (tratadas durante 24h) de Trypanosoma cruzi e frente a
células Vero (citotoxicidade), tratadas durante 24h e 72 h. 1.S.: Indice de seletividade das
substancias em relacédo a atividade em células Vero.

Alcaloide Epimastigota Amastigota Vero (Citotoxicidade) 1.S.
ICso (Mg/mL)/R?  1Cso (ug/mL)/R? ICso (Mg/mL)/R? Epimastigota Amastigota
72 h 24 h 24 h 72 h 72 h 24 h

PTC 4.1-6 8,5/0,83 4,49 /0,81 0,52



PTF 10-19
PTC 453-24
PTC 4-17
PTC7
PTC 45p3
PTF 41-43

Benznidazol

0,21/0,89 0,43/0,98 0,74 /0,86

0,18/0,81 0,51/0,92 1,72 /0,81
0,33/0,91

> 50

> 50

> 50

14,61/0,85 11,1/0,98

0,81/0,93
0,34/0,91
2,17 /0,87

3,86
1,88
6,57

20

1,72
3,37

Nota: I.S.= ICso Vero/ ICso epimastigotas em 72h de tratamento; 1Cso Vero/ 1Cso amastigotas em 24

h de tratamento. R? =coeficiente de determinacgdo. PTC: Alcaloide isolado do caule de P.tubulosus;
PTF: Alcaloide isolado dos frutos de P.tubulosus.

O ensaio de recuperagédo indicou a atividade tripanostatica dos AIA testados

frente as formas epimastigotas de T. cruzi (Figura E). Estatisticamente ndo houve

diminuicdo do numero de parasitas apds o contato com os AIA por 2 horas, no

entanto, apos a retirada dos mesmos, as populagdes voltaram a crescer em uma taxa
menor, em comparagao ao controle.

x10% parasitas/mL

15+

10+

20 40 60 80

-»- Confrole
- PTF 10-19
-+ PTC 4-17
-+ PTC 453-24

Figura E - Curva de recuperacdo de formas epimastigotas do parasita apds contato com

as substancias ativas por 2 horas (DL10o).
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A andlise do perfil proteico indicou uma reducdo geral na expressdo de
proteinas dos parasitas tratados com os AlA selecionados (Figura F). Uma vez que o
namero de parasitas foi normalizado entre os tratamentos e o controle, a alteragdo na
concentracdo de peptideos no gel pode ser atribuida exclusivamente ao tratamento.

Figura F - Perfil proteico (SDS-PAGE) dos parasitas tratados por 72 horas com a I1Csg
dos AIA. C: Controle ndo tratado; A: Extrato proteico de parasitas tratados com o
alcaloide PTF 10-19; B: Extrato proteico de parasitas tratados com o alcaloide PTC
453-24; C: Extrato proteico de parasitas tratados com o alcaloide PTC 4-17; M:
Marcados de massa molecular (kDa).

A analise por citometria de fluxo dos parasitas tratados com os AIA
demonstrou que ndo houve exposicdo de PS ou marcacdo do DNA por IP (Figura G)
todas as populagdes se localizaram na area correspondente ao duplo negativo do
gréfico, indicando a integridade da membrana plasmatica e auséncia de eventos de
morte celular por apoptose ou necrose. Tal resultado foi corroborado pela integridade

do DNA gendmico dos parasitas apds o tratamento com os AlA (Figura H).
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Figura G - Exposicdo de fosfatidilserina e integridade de membrana por formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c tratadas com ICso/72h de extratos
etanolicos ativos analisados por citometria de fluxo. C: Controle (parasitas nao
marcados); A: Parasitas tratados com PTF 10-19; B: Parasitas tratados com PTC 453-
24; C: Parasitas tratados com PTC 4-17.
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Figura H - Eletroforese em gel de agarose 1,5% de DNA genémico obtido dos
parasitas tratados por 24 horas com a 1Cso dos AlA. M: Marcador de massa molecular
(pb); C: Controle (parasitas ndo tratados); A: PTF 10-19; B: PTC 453-24; C: PTC 4-
17.

A anélise em citometria de fluxo revelou ainda que o tratamento por 72 h
(I1Cs0) com os AlA néo influenciou na progressao do ciclo celular dos parasitas. Todos
0s grupos tratados ndo apresentaram diferenca no nimero de células em G1, S e G2

em relacdo ao controle ndo tratado (Figura I).
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Figura | — Andlise da progressdo do ciclo celular em citometria de fluxo por meio de
permeabilizacdo e marcacdo dos parasitas com iodeto de propidio. P2: parasitas em G1;
P5: Parasitas em S; P6: Parasitas em G2; C+: Parasitas ndo tratados; A: Parasitas
tratados por 72 h (ICso) com PTF 10-19; B: Parasitas tratados por 72 h (ICso) com PTF
453-24; C: Parasitas tratados por 72 h (ICsg) com PTF 4-17.

6. DISCUSSAO

Todos os extratos, fracbes e alcaloides isolados ativos de P. tubulosus
apresentaram valores de 1Csg, frente as formas epimastigotas do parasita, inferiores a
droga controle Benznidazol. Em relacdo aos isolados, quatro dos sete alcaloides
testados apresentaram atividade contra as formas epimastigotas, demonstrando a alta

variedade de compostos ativos da planta e o potencial de isolamento de novos
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alcaloides com atividade biolégica. Apesar do relato de atividade de alcaloides
isolados da planta frente a P. falciparum (FRANCOIS, 1996) e linhagem de células
tumorais (PERDOMO, 2011), ndo ha relatos anteriores da atividade da planta sobre T.
cruzi. Ainda sdo poucas as informacBes em relagdo a caracterizacdo quimica desta
espécie, no entanto sua alta producdo de alcaloides ja é conhecida (SAUVAIN, 1996).
Os alcaloides constituem a maior classe de metabolitos secundérios e s&o
tradicionalmente substancias com alta atividade biologica e citotoxicidade (WINK,
1998, 1999) WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008), influenciando em diversos
mecanismos celulares, tais como interacdo com DNA, RNA, biossintese de proteinas,
biomembranas, proteinas do citoesqueleto, canais de transporte e diversos sistemas
enzimaticos (WINK, 1998, 1993, 2000).

Apesar do relato da atividade bioldgica de espécies do género Ocotea frente a
T. cruzi e Leishmania sp. (ALVES et al. 2012; FOURNET, 1994, 2007; MONTE
NETO, 2007) os extratos e fracdes isoladas de O. lancifolia se mostraram inativas
contra as formas epimastigotas de T. cruzi. Estudos realizados por Sanchez-Soarez e
colaboradores (2011) revelaram a atividade de isolados O. macrophylla frente a L.
panamensis e L. braziliensis, embora os extratos brutos ndo tenham demonstrado
atividade contra os parasitas. O autor sugere entdo a possivel presenca de substancias
com atividade antagdnica nos extratos, o que explicaria sua atividade apenas quando
as mesmas se encontram isoladas (SANCHES-SUAREZ et al. 2011).

Os valores de ICso dos isolados ativos obtidos de P. tubulosus frente as formas
amastigotas do parasita foram maiores do que em comparacdo as formas
epimastigotas, devido ao tempo de exposicao as drogas (24 horas para amastigotas e
72 horas para epimastigotas). As substancias isoladas se mostraram cerca de 22 vezes
mais ativas do que o controle com Benznidazol. Uma vez que as formas amastigotas
sdo as principais responsaveis por boa parte dos sintomas da fase cronica da doenca
(fase onde o medicamento utilizado atualmente é ineficaz) (SOSA ESTANI et al.,
1998), a atividade de novas substdncias contra tais formas é de fundamental

importancia visando o desenvolvimento de novos farmacos.

Concordando com a conhecida citotoxicidade de alcaloides frente a células
animais (WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008), os AlA testados apresentaram

valores reduzidos de ICso (alta citotoxicidade). Por outro lado, a forte atividade frente
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as formas epimastigotas e amastigotas do parasita compensaram a alta citotoxicidade,
resultando em IS moderados. S&o diversas as vias metabdlicas e/ou enzimas
especificas de T. cruzi quando comparadas ao hospedeiro humano. Dentre alguns
exemplos podemos destacar a enzima GADPH (Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), envolvida na via glicolitica e que apresenta alta divergéncia estrutural
com a enzima humana (NYASSE et al, 2004), sintese de ergosterol (em detrimento a
colesterol em humanos) (URBINA, 2010), DNA topoisomerase (SLUNT et al, 1996),
cisteina proteases (CHAI et al, 2005) e o sistema de balanco redox
tripanotiona/tripanotionaredutase (em detrimento ao sistema
glutationa/glutationaredutase em humanos) (MACCARI et al, 2011). Desta forma os
resultados indicam a provavel influéncia dos compostos em sistemas enzimaticos ou

mecanismos de acdo especificos do parasita, resultando em sua seletividade.

A curva de recuperacdo dos parasitas ap0s 0 contato com as substancias ativas
por 2 horas (DLioo) mostrou que ndo houve diminuigdo do nimero de parasitas em
relacdo ao controle sem 0s compostos, no entanto os parasitas, mesmo apos a retirada
dos mesmaos, tiveram suas taxas de crescimento alteradas. Os parasitas tratados com 0s
compostos PTC 453-24 e PTC 4-17 voltaram a crescer, porém em uma taxa inferior a
do controle, resultando ao final das 72 horas uma reducdo de cerca de 17% do numero
de parasitas em comparacdo ao grupo ndo tratado. Ja os parasitas tratados com a
substancia PTF 10-19 permaneceram com a concentracdo semelhante ao do indculo
inicial (1.10° parasitas/mL) até 48 horas ap0s a retirada das drogas. Ao final das 72
horas apresentaram uma reducdo de 80% do numero de parasitas em relacdo ao
controle. Tais resultados indicam a acdo dos compostos sobre mecanismos que
influenciam a proliferacdo celular, impedindo ou reduzindo a multiplicacdo dos
parasitas mesmo apds a retirada das drogas, sem, no entanto, provocar a lise das
células. Séo variados os exemplos de alcaloides com atividade sobre a proliferacéo
celular, entre eles podemos destacar a Vimblastina ou Vincristina (cujo o efeito sobre
células tumorais se explica pela inibicdo do fuso mit6tico, interrompendo a divisdo
celular na metéafase) (CORREA, 1995), as Podofilotoxinas (inibicdo da Topoisomerase
I1), Camptotecina (inibidor de Topoisomerase 1) (GRANADA et al., 2007; MANTLE
et al., 2000).
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O perfil eletroforético dos extratos proteicos totais dos parasitas tratados com
as substancias ativas (ICso) por 72 horas revelou uma reducéo geral na concentracéo de
peptidios nas amostras. Como pode ser observado no apéndice D, ndo houve sub ou
sobre expressdo de nenhum grupo de peptideos, mas sim uma possivel reducéo na taxa
de expressdo proteica, decorrendo provavelmente da queda do metabolismo e
proliferacdo celular (dado confirmado segundo ensaio com MTS e curva de
recuperacdo) em decorréncia da acdo dos compostos em uma ou mais vias metabolicas

do parasita.

Um dos mais importantes e bem estudados marcadores de apoptose celular é a
exposicdo de fosfatidilserina (PS) ao meio extracelular, em decorréncia da perda da
assimetria da membrana celular durante o processo de morte celular (TEPPER, 2000;
FADOK et al. 1992). Além da exposicdo de PS sdo diversos os marcadores de morte
celular, tanto por apoptose (fragmentacdo com padrdo internucleosomal do DNA
gendbmico com manutencdo da integridade de membrana plasmatica) quanto por
necrose (auséncia de padrdo de fragmentacdo do DNA e permeabilizacdo da
membrana plasmatica) (SARASTE, 2000). Os resultados obtidos por citometria de
fluxo com os parasitas tratados com as substancias ativas por 72 horas revelou que nao
houve exposicdo de fosfatidilserina ou permeabilizacdo da membrana plasmatica
(incorporacgdo de IP) em nenhum dos tratamentos. A analise da integridade do DNA
gendmico dos parasitas tratados revelou que ndo houve nenhum tipo de degradacéo do
material genético. Tais resultados indicam a auséncia de eventos de morte celular por

necrose ou apoptose.

Por meio de permeabilizacdo dos parasitas e posterior marcacdo com IP e
analise em citometria de fluxo é possivel se correlacionar a quantidade de DNA por
célula e, consequentemente, a progressao do ciclo celular no parasita. A analise dos
parasitas tratados demonstrou que ndo houve a influéncia dos AIA na progressdao do
ciclo celular dos mesmos, ndo apresentando diferenca do nimero de células em G1, S
e G2 em relacdo ao controle. Tal resultado indica que os AlA ndo tem acdo sobre
nenhum mecanismo especifico relacionado a sintese de DNA (acdo sobre
topoisomerase, DNA polimerase ou outras enzimas do replicossomo do parasita).
Desta forma, a acdo tripanostatica dos AIA observada se deve provavelmente a sua

influéncia em outras rotas metabdlicas ndo ligadas diretamente a sintese de DNA.
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Os resultados obtidos ap6s o tratamento das formas epimastigotas do parasita
com os AIlA indicaram atividade tripanostatica, com auséncia de marcadores
indicativos de morte celular e influéncia sobre a progressdo do ciclo celular, além de
diminuicdo geral da sintese proteica, demonstrando assim uma provavel acdo de tais

substéancias sobre mecanismos do metabolismo do parasita.

Sdo diversas as vias metabdlicas fundamentais para o parasita e estudadas
como promissores alvos de drogas. Dentre as mais importantes destacam-se as
enzimas da via da glicélise, biossintese de poliaminas, biossintese de esterdis,
metabolismo do Folato, biossintese de microtibulos, sintese de purinas, além de
enzimas como a DNA topoisomerase, Oxido nitrico sintase, Arginase,
Tripanotionaredutase, Cisteina protease, superéxido dismutase, entre outras (NYASSE
et al, 2004; HEBY et al, 2007; ILLANA et al, 2006; LAMBIE et al, 1985; ARMSON
et al, 1999; SLUNT et al, 1996; MACCARI et al, 2011; FREYMANN et al, 2000;
CHAI et al, 2005; TURRENS, 2004). Dentre tais vias metabdlicas podemos destacar a
via de metabolismo dos Folatos, das Poliaminas e sintese de Purinas como pontos-
chave na sintese de proteinas e/ou multiplicacdo celular (inibidas pelos AIA). A
inibicdo de uma ou mais enzimas de tais rotas pode levar a uma diminuicdo da sintese

proteica além de prejudicar o metabolismo e crescimento do parasita.

O metabolismo dos Folatos esta intimamente ligado a sintese de DNA, RNA e
proteinas em T. cruzi e uma das enzimas chaves na via metabolica é a enzima Di-
hidrofolatoredutase, que cataliza a reducdo do é&cido di-hidrofélico em ac. Tetra-
hidrofolico, que por sua vez é fundamental na sintese de bases nitrogenadas e dos
aminodcidos Serina e Metionina. A inibicdo desta enzima ou outras desta rota de
biossintese leva a reducdo ou inibicdo da sintese proteica e multiplicacdo do parasita
(SOARES-BEZERRA, et al. 2004).

As poliaminas sdo de fundamental importancia no balanco redox do parasita,
aléem de serem importantes no processo de empacotamento do DNA durante o
processo de multiplicacdo celular. Farmacos que atuam bloqueando sua biossintese, ou
até mesmo enzimas envolvidas na biossintese de precursores (como a Arginase no
ciclo da Uréia) podem acarretar na inibicdo de processos de multiplicacdo e
diferenciagéo celular (FAIRMAMB, 1985; SHIMIZU, et all. 2002; SOARES-
BEZERRA, et al. 2008).
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Tripanosomatideos sdo auxotroficos para purino-nucleotideos e convertem
bases de purinas em ribonucleotideos através de uma Unica enzima (Hipoxantina-
guanina Forforibosiltransferase-HGPRT), sendo totalmente dependentes dessa enzima
para a recuperacdo das purinas durante seu ciclo de vida. Uma vez tal enzima inibida
toda a biossintese de nucleotideos e proteinas se encontram prejudicadas, sendo um
grande promissor como alvo de novas substancias com alta seletividade contra T. cruzi
(FREYMANN, et al. 2000).

Por fim, sdo inimeros os relatos da influéncia de alcaloides sobre enzimas da
cadeia respiratoria em diversos modelos bioldgicos (SEPULVEDA-BOZA, 1995;
SUZUKI, 1990; SHIMOMURA, 1998; BALLOT, 2010) levando a queda acentuada
do metabolismo celular e consequente sintese proteica, 0 que explicaria a acéo

tripanostatica dos AlA observada.

7. CONCLUSAO

e Os extratos, fracGes e substancias isoladas de Pogonopus tubulosus possuem
atividade Tripanostatica frente ao T. cruzi.

e Os isolados apresentaram valores de ICso frente as formas epimastigotas e
amastigotas inferiores a da droga controle (Benznidazol) além de indices de
seletividade moderados.

e O tratamento dos parasitas com o0s isolados reduziu drasticamente a expressao
proteica, ndo ativou mecanismos de morte celular (auséncia de permeabilizacdo de
membrana, exposicdo de fosfatidilserina ou degradacdo do DNA genémico) ou mesmo
impediu a progressao do ciclo celular,

e A acdo tripanostatica foi observada em até 72 horas de tratamento, o que ndo
exclui uma possivel acdo tripanocida, com queda nos valores de 1Cso, em tratamentos
mais prolongados. Além disso, a auséncia de sinais de morte celular nos tratamentos

com 0s AlA possibilita uma maior facilidade no estudo da biologia basica do parasita,
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que é de suma importancia para o aumento das chances e possibilidades no tratamento

da doenga.
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