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RESUMO

Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico da doenca de Chagas, continua a ser um problema de
saide publica nas Américas. No presente estudo, foram avaliados os efeitos da L-aminoacido
oxidase isolatada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBmar) sobre todas as formas
evolutivas do 7. cruzi. Formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT, a 28°C na
presenca de LAAOBmar por 48 e 72 horas. Tripomastigotas foram obtidas a partir dos
sobrenadantes de células LLC-MK,; infectadas, ressuspensos em meio MEM com 2% de SBF
e tratados durante 24 h. LAAOBmar mostrou uma atividade significativa contra epimastigotas
(ClI50 48h = 6,31pug/mL; Clso 72 h = 5,85ug/ml) e tripomastigotas (CLsy 24h = 0,17ug/mL) e
diminuiu a sobrevivéncia das formas amastigotas em células LLC-MKj. A andlise do possivel
envolvimento do per6xido de hidrogénio foi realizada por adi¢do de catalase no meio, uma
enzima que atua como retirador de H,O,. A morte celular mostrou que o efeito citotoxico da
LAAOBmar € reduzido, mas ndo completamente abolido pela presenca da catalase. A anédlise
por microscopia confocal de epimastigota tratadas com LAAOBmar mostrou marcacao com
iodeto de propidio (IP), indicativo de perda de integridade da membrana, e perda do potencial
de membrana mitocondrial, observado pela marcacdo de células tratadas com rodamina 123
(Rod123) . Além disso, os ensaios de citometria de fluxo com anexina V e iodeto de propidio
sugerem diminuicdo da permeabilidade da membrana plasmatica. A andlise ultraestrutural de
epimastigotas e tripomastigotas, mostrou altera¢cdes morfoldgicas drésticas na mitocondria
com a desorganizacdo da rede de kDNA rompido. O aumento de perfis de reticulo
endoplasmatico, aumento da eletrondensidade da membrana mitocondrial, a perda da
organizacdo interna do parasita com inchaco do corpo celular e aparecimento de organelas
alteradas, formacao de estruturas de mielina-like indicativo de atividade autofagica, também
foram observados nos parasitas tratados. Em conclusio, o LAAOBmar mostrou efeitos
citotéxicos em 7. cruzi e esta acdo € apenas parcialmente dependente da producdo de H,O,
pela LAAOBmar. Além disso, LAAOBmar induziu alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas

compativeis com perda de viabilidade e morte celular.

Palavras-chaves: L-aminoacido oxidase, Trypanosoma cruzi, Doenga de Chagas.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, remains a public health problem in
the Americas. In the present study, we evaluated the effects of L-amino acid oxidase from
Bothrops marajoensis venom (BmLAAOQ) on the all evolutive forms of 7. cruzi. Epimastigote
forms of T. cruzi, were cultived in LIT medium, at 28°C in BmLAAO presence for 48 and
72h. Trypomastigote were obtained from the supernatants of infected LLC-MK, cells,
resuspended in MEM with 2% FBS and treated for 24 h. BmLAAO showed significant
activity against the epimastigote (ICsp 48h = 6.31ug/mL; ICso 72h = 5,85ug pg/mL.) and
trypomastigote (LCsp 24h= 0.17ug/mL) forms and decrease the amastigote survival within
LLC-MK,. Analysis of the possible involvement of hydrogen peroxide was performed by
catalase addition in medium, an enzyme that acts as H,O, scavenger. The cell death showed
that the cytotoxic effect of BmLAAO is reduced but not completely abolished by the catalase
presence. Confocal microscopy analysis of epimastigotes treated with BmLAAO showed
staining with propidium iodide (PI), indicative of loss of membrane integrity, and loss of
mitochondrial membrane potential, as observed by staining of treated cells with Rhodamine
123 (Rho123). Besides, the flow cytometry with annexin V and propidium iodide suggest
decrease of membrane permeability. Ultrastructural analysis showed drastic morphological
changes on the parasite mitochondrion with ruptured kDNA network. Increase of endoplasmic
reticulum profiles, enhanced electrondensity of mitochondrion and endoplasmic reticulum
membranes, loss of the parasite inner organization, swelling of cell body with the appearance
of dismantling organelles, formation of myelin-like structures indicative of autophagic
activity, were also observed in treated parasites. In conclusion, the BmLAAO showed
cytotoxic effects on 7. cruzi and this action is only partially dependent on H,O, production by
the BmLAAO. In addition, BmLAAO induced morphological and physiological alterations

compatible with loss of viability and cell death.

Keywords: L-amino acid oxidase, Trypanosoma cruzi, Chagas disease
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas: Aspectos Epidemiolégicos

Descrita em 1909 por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, médico e pesquisador do
Instituto Oswaldo Cruz, a doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana ¢ um problema
de satude publica nos paises subdesenvolvidos. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saiude (WHO) a doenga de Chagas faz parte do grupo de 17 doencas denominadas como
Doencgas Tropicais Negligencidveis, as quais prejudicam o desenvolvimento s6cio econdmico
das populacdes pobres (WHO, 2014).

Além de causar impacto na Sadde Publica desses paises, a doenca de Chagas gera
também custos substanciais. Na Colombia, por exemplo, o custo de cuidados médicos para os
pacientes acometidos com a doenga, foi em torno de 267 milhdes de ddlares somente em
2008. Além disso, os custos com inseticidas para o controle dos vetores, custam
aproximadamente 5 milhdes de ddlares por ano (WHO, 2014).

Segundo os ultimos dados epidemioldgicos sobre a doenga, cerca de 7 a 8 milhdes de
pessoas sdo afetas em todo o mundo, com aproximadamente 10.000 mortes por ano (Rassi Jr
et al., 2010; WHO, 2014). O vetor triatomineo responsdvel pela transmissdo &
predominantemente residente das Américas. Dessa forma, a América Latina possui a maior
concentracdo de caso sendo identificadas 21 &dreas endémicas que englobam: Argentina,
Belize, Bolivia, Venezuela, Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador,
Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicardgua, Panamd, Paraguai, Peru,
Suriname e Uruguai (WHO, 2014).

Devido a ocorréncia de imigragdes para as areas ndo endémicas, a presenga da doenga
de Chagas em paises da América do Norte, Japao e Europa vém gerando preocupagdo aos
setores de saude publica (Gascon et al., 2010; Schmunis e Yadon, 2010). A prevaléncia
nesses paises depende principalmente da propor¢do de imigrantes oriundos das dreas
endémicas (Orti- Lucas et al., 2014), bem como do pais de origem desses individuos. Desta
forma, os Estados Unidos reinem o maior nimero de casos da doenca fora da América
Latina, devido ao fato do grande contingente de imigrantes que o Pais recebe, principalmente
provenientes do México. Cerca de 300.000 individuos portadores cronicos da doenca de
Chagas habitam nos Estados Unidos e 80.000 na Europa conforme observado na FIGURA 1
(Bern e Montgomery, 2009; Martins et al., 2012).
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Figura 1: Distribuicdo global dos casos de doenga de Chagas 2006-2010.

® 900 - 89.999 o
_+ ® 90.000 - 899.999 Z
@ >900.000

Fonte: WHO, 2014

No Brasil, predominam os casos cronicos com 2-3 milhdes de infectados, sendo que
anualmente ocorrem aproximadamente 6 mil mortes (Dias, 2007; Martins-Melo et al., 2012).
Porém, notificagdes nos orgaos de vigilancia, indicam que nos ultimos anos, a ocorréncia de
doenga de Chagas aguda tem sido observada em diferentes estados do Pais, em especial na
regido Norte, seguida pela regido Nordeste. De acordo com a TABELA 1 foram registrados
entre os anos de 2011 a 2013, 601 novos casos de Doenca de Chagas aguda no Brasil.

O Nordeste brasileiro se apresenta historicamente como regido importante no mapa da
transmissdo da Doenca de Chagas. Nos inquéritos nacionais de prevaléncia e distribui¢io
realizados entre 1975 e 1980 a regido Nordeste ocupava o segundo lugar em nimero de

infectados e indices de infestac@o do triatomineo (Dias et al., 2007).
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Tabela 1 - Casos de doencas de Chagas aguda no Brasil.

Ano Norte Nordeste Sudeste Sul C.Oeste Total
2008 1 0 0 0 0 1
2009 26 0 0 0 1 27
2010 46 0 0 0 0 46
2011 258 25 1 0 12 296
2012 168 1 2 1 0 172
2013 124 5 3 1 0 133
Total 623 31 6 2 13 675

Fonte: BRASIL, 2014a.

1.2 Vias de Transmissao da Doenca de Chagas

1.2.1. Transmissao Vetorial

Por muitas décadas a doenca de Chagas foi estritamente rural. Entretanto, com as
mudancas socioecondmicas e a intervengdo do homem nessas areas, o perfil de transmissdo da
doenca tem sido transformado.

A principal fonte de transmissdo do parasita Trypanosoma cruzi é pela via vetorial,
que ocorre através do triatomineo hematofago, inseto conhecido popularmente como barbeiro.
O vetor envolvido é agrupado em trés principais géneros (Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus) e em cinco principais espécies com seguinte distribui¢do geografica: Triatoma
infestans € encontrado normalmente no sudeste da América do Sul; Rhodnius prolixus no
norte da América do Sul e América Central; Triatoma dimidiatas América do Sul e Central e
México; Panstrongylus megistus na regidao do sudoeste dos Estados Unidos e central da

Argentina, Brasil e Paraguai e Triatoma brasiliensis no Brasil (Galvao et al., 2003).
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Estes insetos de hdbitos noturnos vivem tipicamente nas frestas das casas de pau-a-
pique, ninhos de pdassaros, tocas de animais, casca de troncos de drvores e embaixo de pedras.
No Brasil, os estados originalmente de risco para a transmissao vetorial sdo: AL, BA, CE, DF,
GO, MA, MG, MS, MT, PB, PE, PI, PR, RN, RS, SE, SP, TO. As acdes nesses territorios
visam detectar a presenca e prevenir a formagdo de colonias domiciliares do vetor. Enquanto
na regido da Amazodnia Legal (AC, AM, AP, RO, RR, PA, parte do TO, MA e do MT), a
vigilancia € centrada na deteccdo precoce de casos agudos e surtos devido as novas
ocorréncias por transmissdo oral e vetorial (sem coloniza¢do e extradomiciliar) (BRASIL,
2009a).

Nas décadas de 40 e 50 foram priorizadas as agdes quimicas utilizando inseticidas
contra o vetor domiciliar juntamente com programas de melhoria habitacional e condi¢des
sanitdrias, dessa forma, ocorreu gradativamente a redug¢do da infeccdo pelo Triatoma
infestans, vetor estritamente domiciliar no Pais. Em 2006, o Brasil recebeu a certificagio
internacional de controle da transmissdo da doenca pelo principal 7. infestans, concedida pela

Organizagao Panamericana da Satde e Organiza¢do Mundial da Saide (FIGURA 2).

Figura 2 — Evoluc¢do da drea de distribui¢do do 7. infestans no Brasil de acordo com os anos.
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1.2.2 Transmissdo por Transfusdo sanguinea

Outro mecanismo classificado como via de transmissdo ocorre através da transfusdo
sanguinea e sua ocorréncia depende da concentracdo de parasita no sangue. A aquisicdo da
doenca a partir de um doador infectado pode ocorrer em 10-20% dos casos (Rassi Jr et al.,
2010). Dessa forma, na década de 80, o Brasil iniciou um rigoroso controle sobre os bancos
de sangue privados e publicos, como alternativa no controle da transmissdo por transfusao
sanguinea. De fato, os nimeros mostraram que na América Latina a prevaléncia da infeccao
foi diminuida de 20 milhdes, inicio dos anos 90, a 10 milhdes no ano de 2000, e a populagdo
de risco de 100 para 40 milhdes no mesmo periodo (Dias et al, 2002) apds tais medidas de
prevencdo. Juntamente com a redugdo dos casos de transmissdo via transfusdao sanguinea
ocorreu também a diminui¢do da transmissdo via congénita (transmissdo do tipo vertical),
devido a diagndsticos e programas de tratamento para mulheres em idades férteis (DIAS et al,

2008).

1.2.3 Transmissdo por Vias alternativas

Com as principais vias de transmissdo sob controle em nosso Pais, as demais fontes
foram, de certa forma, negligenciadas por nao serem consideradas em outros programas
governamentais (Dias e Neto, 2011). Sdo denominadas vias alternativas: transmissao oral, por
transplantes de 6rgaos, acidental em laboratdrios e outras excepcionais (via sexual e fezes
infectadas). Portanto, surtos regionais de infec¢do aguda ainda s@o detectados no Brasil com
provdvel transmissdo por via oral. Durante os anos de 2010 a 2013 ocorreram 476
notificacdes de casos de doenga de Chagas aguda (DCA) decorrente da transmissao por via
oral. Ha registros dessa forma de transmissdo nos estados do Pard, Paraiba, Amazonia, Santa
Catarina e Ceard, podendo ser justificada pela utilizacdo de leite materno infectado, ingestdao
de alimentos ou bebidas contaminadas com fezes ou urinas de triatomineos infectados com 7.
cruzi.

No Estado do Cear4, foi notificado e confirmado o primeiro caso de transmissao oral
em 2006, que envolveu 8 individuos da mesma familia residente na cidade de Redencdo (CE),
infectados através da ingestdo de uma sopa contaminada com o 7. cruzi. (Cavalcanti et al.,
2009). Essa via ¢ de dificil prevencdo devido a aleatoriedade de seu acontecimento (Dias et
al., 2011). Na TABELA 2 podemos observar as principais vias de transmissao notificadas no

Brasil.



Tabela 2 — Principais formas de transmissdo da Doen¢a de Chagas aguda no Brasil (2010-2013)
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Provavel fonte Norte  Nordeste C.Oeste  Total
Ignorado 122 2 8 132
Transfusional 6 0 0 6
Vetorial 38 9 5 55
Vertical 1 1 0 4
Oral 455 19 0 476
Outro 1 0 0 2
Total 623 31 13 675
Fonte: BRASIL, 2014b.
1.3 O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
O  Trypanosoma  cruzi, doenca de Chagas,

¢ um protozodrio flagelado do sub-filo Mastigophora, ordem Kinetoplastida e familia

Trypanosomatidae. Possui um ciclo de vida com muitos estdgios de desenvolvimento, com

passagem por um inseto vetor (triatomineo hematéfago) e por células de mamiferos. A

diferenciacdo das formas durante o ciclo compreende alteracdes na morfologia, no

metabolismo, na expressio génica e no mecanismo de sinalizacdo (Lopes et al., 2010).

O protozodrio possui trés formas evolutivas identificadas morfologicamente pela

posicdo do cinetoplasto (onde se encontra 0 DNA mitocondrial) em relagdo ao nicleo da

célula e pelo surgimento do flagelo, sdo estas: epimastigota, tripomastigota e amastigota.

(Martins et al., 2012) (FIGURA 3).
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Figura 3 - Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi
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Fonte: Schuster e Sullivan (2002) modificado

As formas epimastigotas sdo formas multiplicativas encontradas no aparelho digestivo
do triatomino e possuem intensa mobilidade. O seu cinetoplasto € localizado anteriormente ao
nucleo e possui membrana ondulante pouco desenvolvida. Enquanto que os tripomastigotas,
nido possuem capacidade de replicacdo e corresponde a forma infectiva extracelular. Sao
encontrados tanto em hospedeiros invertebrados (tripomastigota metaciclico), quanto em
vertebrados (tripomastigota sanguineo). Morfologicamente apresentam um nucleo grande e
central com cinetoplasto arredondado posterior a esse nucleo e seu flagelo emerge
lateralmente a bolsa flagelar aderindo ao longo do corpo (Martins et al,, 2012). A ultima
forma de T.cruzi corresponde a forma intracelular amastigota, encontradas em tecido do
hospedeiro vertebrado e caracterizadas morfologicamente por auséncia de flagelo exterior e
de membrana ondulante.

O ciclo biolégico do T.cruzi é complexo e necessariamente tem passagem por
hospedeiro vertebrado (mamifero) e invertebrado (inseto triatomineo hematéfago). O ciclo se
inicia quando o inseto ao sugar o sangue do mamifero infectado, adquire a forma
tripomastigota. Em seguida, no aparelho digestivo do vetor as tripomastigotas se diferenciam
em epimastigota. No intestino do inseto os epimastigotas se multiplicam por divisao bindria e

voltam a se diferenciar em tripomastigotas metaciclicos. A transmissdao para o humano ou
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outro vertebrado ocorre quando as fezes do inseto infectado sdo inoculadas através da ferida
ou de mucosas apds a picada. Os tripomastigotas metaciclico, agora presente na circulacdo
sanguinea do hospedeiro, invadem as células endoteliais ou macréfagos e se diferenciam em
amastigotas. Essas formas intracelulares se multiplicam por divisdo bindria ocupando todo o
citoplasma celular e voltam a ser tripomastigotas com o crescimento do flagelo. Apds lisarem
as células, a tripomastigota é distribuido através dos vasos linfdticos e na corrente sanguinea
para locais distante onde passam por mais ciclos de multiplicacdo intracelular (Rassi Jr,
2012). A finalizagdo do ciclo ocorre quando um triatomineo se alimenta de sangue

contaminado e pica outro individuo, reiniciando assim, o ciclo (Cestari, 2006) (FIGURA 4).

Figura 4 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
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Fonte: Bern (2011) modificado
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1.4 Biologia celular do Trypanosona cruzi

Através de diferentes técnicas utilizadas para caracterizar a organizacao estrutural das
células nas formas evolutivas de 7. cruzi, é possivel identificar a localizagdo celular e
molecular de alvos terapéuticos de novas drogas. A seguir uma breve explanacdo sobre a

morfologia do parasita. Estruturas podem ser visualizadas na FIGURA 5.

Figura 5 - Diagrama ultraestrutural da forma epimastigota de T.cruzi
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C— CITOSTOME M - MITOCONDIRIA
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GC—- COMPLEXO DE GOLGI N - NUCLEO

G - GLICOSSOMO R - RESERVOSSOMOS

K- CINETOPLASTO

Fonte: Martins et al. (2012) modificada

1.4.1 Membrana plasmadtica

O parasita interage com as células hospedeiras de vertebrados e dos invertebrados
através da superficie celular (De Souza, 2009). A membrana plasmdtica de T.cruzi é
constituida basicamente por dupla camada lipidica associadas com diferentes proteinas além
de constituintes que estdo em contato com o meio extracelular formando o glicocélice. As
proteinas tais como, mucinas, transialidase e a familia Tc85, estdo distribuidas irregularmente

ao longo da barreira bilipidica (De Souza, 2009). A camada glicocdlice é constituida por
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glicolipidios, glicoproteinas e lipopeptidios sendo que nas formas tripomastigotas € cerca de

trés vezes mais espessa que em epimastigota (Martins et al., 2012).

1.4.4 Flagelo

O flagelo ¢ uma estrutura que estd presente nas trés formas evolutivas, porém de
maneira diferenciada. Sua principal fun¢do € proporcionar mobilidade ao parasita sendo
também alvo de alguns grupos de drogas tripanocidas. Sdo formados por 9 pares de
microtibulos periférico e um para central (De Souza, 2009) e emergem de uma invaginagao
da membrana plasmaética, a bolsa flagelar.

Em epimastigotas e tripomastigotas o flagelo estd aderido em uma estrutura na
membrana denominada zona de adesdo e em todas as formas estd associado ao corpusculo

basal e ao cinetoplasto (De Souza 2009).

1.4.5 Mitocondria e Cinetoplasto

A familia Tripanosomatidae € caracterizada por possuir apenas uma mitocondria, que
estd ramificada ao longo do corpo do parasita apresentando cristas e parede irregular. Esta
presente em todos os estdgios evolutivos, podendo variar na organizacdo estrutural e na
composi¢ao molecular (Adade e Souto-Padrén, 2010; Martins et al., 2012).

A mitocondria de 7. cruzi estd intimamente relacionada com uma estrutura de redes de
DNA mitocondrial (kDNA), denominada de cinetoplasto, e representa 30% do DNA total da
célula. Estd localizado préximo ao nucleo, mas sua forma e estrutura variam com o estagio de
desenvolvimento do parasita (De Souza, 2009). Nas epimastigotas e amastigotas se
apresentam em forma de bastdo, enquanto que nas formas tripomastigotas o kDNA se

organiza em filamentos (Adade e Souto-Padrén, 2010)

1.4.4. Reservossomos

Sao estruturas concentradas na regido posterior das formas epimatigotas e perdidas
durante a transformagdo em tripomastigota (Martins et al., 2012). Acumulam proteinas e
lipidios oriundos da endocitose, dessa forma sua principal fung¢do é armazenar e degradar
moléculas. As formas tripomastigotas e amastigotas nao possuem reservossomos, porém
apresentam estruturas semelhantes com func¢ao lisossomal (reservossomo-like)(De Souza,

2009).
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1.4.5 Glicossomos e acidocalcisomas

Os glicossomos sao organelas de forma esféricas ou alongadas com matriz homogénea
e evolvidas por uma membrana (De Souza, 2009; Adade e Sounto-Padron, 2010). A maioria
dos mecanismos glicolidicos ocorre nos glicossomos sendo considerado um tipo especial de
peroxissomos devido a presenca de catalase.

Os acidocalcisomas sdao organelas vacuolar dcidas, capaz de transportar célcio e
prétons no parasita. O nimero e tamanho varia de acordo com a célula e s@o observadas em
todas as formas de T.cruzi (Adade e Sounto-Padron, 2010). Suas principais funcdes sdo:
Regulacdo de pH; armazenamento de cdlcio, magnésio, fsforo; regulacio osmética (De

Souza, 2009).

1.4.6 Complexo de Golgi e Reticulo Endoplasmatico

A estrutura de Golgi e o reticulo endoplasmatico (RE) do T.cruzi possuem mesma
estrutura observada nas células eucariontes. O complexo de Golgi (CG) se localiza perto da
bolsa flagelar e do cinetoplasto e estd envolvido na glicolisacdo de proteinas e no trafico de
membrana (Martins et al., 2012). O reticulo endoplasmaético participa na producdo de
proteinas e lipidios e estdo distribuidos por todo o corpo do parasita. O complexo CG-RE ¢é
alvos de diferentes classes de drogas tripanocidas que afetam sua fisiologia resultando em

alteracoes ultraestruturais (Adade e Sounto-Padron, 2010).

1.4.7 Nucleo

O ndcleo do 7. cruzi apresenta uma tipica membrana com poros e cromatina
condensada. A membrana nuclear permanece intacta durante todo o processo de divisao,
entretanto, ocorre desorganizacdo interna com aparecimento de microtibulos, dispersao da
cromatina e desaparecimento do nicleolo (De Souza, 2009). Os estudos ultraestruturais do
nicleo podem indicar o mecanismo de morte do parasita na presenca de diferencas drogas

(Adade e Sounto-Padron, 2010).
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1.5 Evolucoes clinica da Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas possui duas fases distintas, classificadas de acordo com a
evolucdo clinica: a fase aguda e a fase cronica (FIGURA 6). A infeccao inicia-se no local de
entrada do parasita com infeccdo de leucécitos e células dos tecidos subcutaneos,
desenvolvimento de edema intersticial e
infiltracao de linfécitos no local (Rassi Jr et al., 2012). Apds a disseminagdo através dos vasos
linfaticos e células sanguineas, os parasitas infectam células musculares e dos ganglios. Essa
fase € caracterizada por uma parasitemia que pode se visualizada microscopicamente.

No inicio da fase aguda os sintomas sdo moderados ou pode ser assintomética, pois 0s
niveis de parasitas ainda sdo baixos. Normalmente, essas manifestacdes aparecem apds 1-2
semanas da infec¢@o, nesses casos sido observados febre, mal-estar, aumento do figado, baco e
ganglios linfaticos e edema subcutaneo
(Pereira e Navarro, 2013). Aproximadamente de 60-80% dos individuos acometidos que
recebem tratamento adequado sdo curados e a morte durante essa fase pode ocorre
ocasionalmente, com taxas de 5-10%, como resultado de miocardites severas ou
meningoencefalites (Rassi Jr ef al., 2010). Esta fase dura cerca de 4 a 8 semanas e, apds esse
periodo, os individuos acometidos que ndo apresentam sintomas progridem para a
denominada fase cronica indeterminada em que a parasitemia decresce, porém, os tecidos
continuam infectados. Cerca de 70-80% desses pacientes ndo apresentam sintomas durante a
fase cronica indeterminada, mas apresentam positividade para anticorpos contra o 7. cruzi no
soro, eletrocardiograma normal, esdfago e célon também normais (Rassi Jr ef al., 2010)
permanecendo dessa forma até o final da vida. Entretanto, 20-30% dos individuos portadores
da fase cronica podem evoluir para fase determinada da doenga, apresentando severos
sintomas.

A fase cronica determinada também € descrita como forma cardiaca e digestiva, em
que as manifestacdes mais agravantes da doenca aparecem apds 10-30 anos do inicio da
infec¢do. A cardiomiopatia da Doengas de Chagas é caracterizada por processo inflamatério
cronico ocasionando danos como, arritmias, faléncia do coragdo e tromboembolismo (Bern,
2011; Coura e Pereira, 2010) de forma que ocorre miocardite progressiva com O
comprometimento da funcdo contrdtil do musculo cardiaco. Ja a forma digestiva, as
manifestacoes clinicas sdo devido a dilatacio do trato gastrointestinal (megacdélon e

megaesdfago).
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Na fase aguda e cronica, as manifestacOes clinicas ndo sdo especificas para o
estabelecimento do diagndstico de Chagas, o que dificulta um tratamento eficaz. Além disso,
a existéncia de uma fase assintomadtica intermedidria pode fazer com que a doenca seja

indetectavel por muitos anos (Orti-Lucas et al., 2014).

Figura 6 - Fases da infec¢do do Trypanosoma cruzi na Doenca de Chagas
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Fonte: Bern (2011) modificado

1.6 Farmacoterapia da Doenca de Chagas

As primeiras drogas com eficdcia comprovada contra Trypanosoma cruzi foram o
Benzonidazol (Rochagan®, Radanil®, Roche) e o Nifurtimox (Lampit®, Bayer),
desenvolvidas entre as décadas de 60 e 70 (Bern, 2011) (FIGURA 7). No Brasil, apenas o
benzonidazol é comercializado, sendo produzido pelo LAFEPE (Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco) sob a marca Benzonidazol LAFEPE desde 2008.

O benzonidazol possui maior seguranca e efici€éncia que o nifutimox, portanto, é
utilizado como primeira escolha no tratamento (Viotti et al., 2009). O farmaco atua como uma

pré-droga sendo ativado no interior do parasita por uma nitroredutase mitocondrial NADH-
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depentende que reduz o benzonidazol, gerando um metabdlito citotéxico (Wilkinson et al.,
2011). Porém, podemos encontrar relatos na literatura que sua eficacia varia de acordo com a
area geografica em que realiza o tratamento, provavelmente devido a variabilidade da cepa de

T. cruzi (Andrade, et al, 1999; Cancado, 1999; Kirchhoff, 1999)

Figura 7 — Estruturas quimicas dos fairmacos Benzonidazol e Nifurtimox
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Fonte: Urbina e DoCampo (2003)

Diversos estudos admitem a alta efetividade de ambas as drogas no tratamento da fase
aguda, cerca de 80% de cura parasitolégica (Cancado, 1999; Coura e Castro, 2002; Rassi Jr et
al., 2010) entretanto, necessitam de longos periodos de terapia. O tratamento deve ser iniciado
o mais rdpido possivel apds a confirmacdo e desde 1983, tornou-se consenso o uso de
benzonidazol 5 a 10mg/Kg/dia durante 30 a 60 dias.

O benzonidazol apresenta efeitos adversos graves, tais como, agranulocitose,
depressao da medula dssea, polineuropatias, parestesias e polineurites de nervos periféricos
(Coura e Castro, 2002; Marin-Neto et al., 2009) o que podem levar a interrupcdao do
tratamento.

Uma vez que a doenca tenha progredido para fase crOnica, nenhuma medicacio
apresenta atividade satisfatéria. Dados na literatura citam que a taxa de cura pode variar de
8% a 30% em adultos e, em criancas menores de 15 anos, essa taxa € elevada para 50% - 60%
(Oliveira et al., 2008).

De acordo com o Ministério da Satide (BRASIL, 2005), na fase cronica recente (5 a 12
anos ap0s a infeccdo) € indicado o tratamento mesmo sem evidéncias de sucesso. Na fase

cronica tardia, o uso do benzonidazol € indicado pela OMS visando impedir a evolugdo da
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doenca e reduzir os niveis de parasitemia. Na decisdo sobre a indicagcdo do tratamento, deve
ser levado em consideracdo o custo beneficio, devido ao uso prolongado e os frequentes
efeitos adversos.

Outros medicamentos t€m sido testados em ensaios clinicos no tratamento de Chagas,
como os antifingicos cetoconazol, fluconazol e itraconazol, porém, os resultados ainda sdo
incertos (Apt et al., 1998; Apt, 2010). Estudos mostraram que um antifingico sistémico
andlogo do itraconazol, o posaconazol, era capaz de eliminar seletivamente amastigotas
intracelulares de 7. cruzi em culturas de cardiomidcitos (Silva et al., 2006). Recentemente,
Dias et al., (2014) descreveram a falta de sucesso do tratamento clinico com o posaconazol.
Compostos que atuam na biossintese do esterol, inibidores do metabolismo pirofosfato e
protease cisteina também estdo sendo avaliados clinicamente como nova alternativa de

tratamento. (Urbina, 2009).

1.7 Venenos de serpentes como moléculas Bioativas

O estudo do potencial terapéutico dos venenos ofidicos vem cada vez mais
despertando grande interesse da comunidade cientifica como fonte de modelos moleculares
para o desenho de novas drogas. As toxinas de origem animal, com sua elevada poténcia e
seletividade, tém contribuido na compreensdo de problemas vasculares, neuroldgicos,
processos inflamatorios, analgesia, processos alérgicos, asma, entre outros (Harvey et al.,
1998; Mortari et al., 2007).

Os venenos de serpentes constituem misturas complexas com 90 a 95% do peso seco
constituido por componentes proteicos com ou sem atividade catalitica (Bon, 1997). Portanto,
alguns de seus componentes podem agir sinergicamente entre si modulando diferentes acdes
(Harvey, 2010). O veneno ofidico € constituido por: fosfolipases A, proteases, hialuronidases,
L-aminoécido oxidase, acetilcolinesterase, fatores de crescimento, ativadores da proteina C,
lectinas, proteinas ligantes ao fator Von Wellebrand; peptideos (potenciadores da bradicinina
e deseintegrinas); componentes organicos de baixo peso molecular (serotonina, histamina e
nucleosideos) e fons inorganicos como o cdlcio, cobalto, magnésio e potdssio (Ramos e
Selistre-De-Araujo, 20006).

Os venenos ofidicos e seus derivados apresentam um alto potencial biotecnolégico
(Bello et al., 2005; Higuchi et al., 2007; Magalhaes et al., 2007; Sanchez e Swenson, 2007,
Sanchez et al., 2007; Sanchez e Eble, 2009), pois possuem estruturas com grande diversidade

quimica, especificidade bioquimica e outras propriedades moleculares que os tornam
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favoraveis como substincias que conduzem a descoberta de novas drogas (Altmann, 2001;
Clardy e Walsh, 2004). A partir do século 20, os estudos com toxinas isoladas e purificadas
emergiram no campo da pesquisa por novos agentes terapéuticos (Koh e Kini, 2012).

O potencial terapéutico dessas substancias foi inicialmente difundido a partir da
descoberta e isolamento dos primeiros inibidores naturais da enzima conversora de
angiotensina (ECA). Rocha e Silva e colaboradores foram os pioneiros, quando em 1949,
observaram que o plasma sanguineo quando incubado com o veneno da Bothrops jararaca
gerava um fator hipotensor, a bradicinina (FERREIRA, 1965). Tal descoberta foi um marco
nas pesquisas sobre hipertensdo e conduziu a muitos outros estudos que culminaram no
isolamento dos peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs) por Ferreira e colaboradores
(1965). Estas substancias foram utilizadas para validar os inibidores da ECA como alvos no
tratamento da hipertensdo e conduzir ao desenvolvimento de moléculas ativas como protétipo
de farmacos anti-hipertensivos, como o Captopril®. Desde entdo, podemos encontrar no
mercado farmacéutico produtos originados de componentes de venenos de diversas espécies

de serpentes (TABELA 3).



Tabela 3 - Produtos elaborados a partir de toxinas de venenos de serpentes
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Droga / nome comercial

Aciao / tratamento

Origem

Captopril; Enalapril

Defibrase®

Integrilin ®

Viprinex®

Hemocoagulase

Protac

Reptilase

Baquting

Inibidor da ECA/ Hipertensao

Inibidor da trombina e
protrombina

Inibidor de integrina (anti-

trombose)

Inibidor de fibrinogénio

Efeito trombina-like e atividade
tromboplastina/  prevengdo e
tratamento de hemorragia

Ativador da proteina C /
diagnosticos clinicos de
desordens hemostéticas

Diagnésticos para desordens de
coagulacdo

Hemocoagulase

(anti-hemorragico)

Bothrops jararaca

Bothrops moojeni

Sistrurus m. barbour

Agkistrodon rhodostoma

Bothrops atrox

Agkistrodon contortix
contortix

Bothrops jararaca

Bothrops atrox

Fonte: Koh et al., (2006);Koh e Kini, (2012).Modificados
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1.7.1 L-aminodcido oxidase

As enzimas L- aminoacido oxidases (LAAOs) sdo flavoenzimas pertencentes a classe
de oxidoredutase que catalisam a desaminagdo estereoespecifica de um substrato L-
aminodcido a um a-cetodcido, com a producio de peréxido de hidrogénio e amodnia (FIGURA
8) e sdo distribuidas em diferentes espécies incluindo insetos, fungos, bactérias e serpentes
(Du e Clemetson, 2002). Suas estruturas, massa molecular e pontos isoelétricos sdo bastante
variados (Izidoro et al., 2014). A molécula pode ter aproximadamente massa molecular de
120-150 kDa (forma nativa) ou 55-66 kDa (forma monimerica) (Ali et al., 2000). Em estudo
anterior realizado por nosso grupo, Torres e colaboradores (2010) isolaram e purificaram a L-
aminoécido oxidase do veneno total da Bothrops marajoensis obtendo uma proteina dcida de

massa de 67 kDa.

Figura 8 — Representacdo sistemdtica da reacdo quimica catalisada pela L-aminoacido oxidase (LAAO)
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Fonte: Yu et al., (2014) modificada

As LAAOs oriundas de venenos de serpentes (LAAOSV) sdo encontradas em altas
concentracdes € uma variagdo quantitativa de maneira inter e intraespecifica no veneno total
(Izidoro et al., 2014). E descrito que a existéncia dessas toxinas no veneno total, pode ser a
razdo dos seus efeitos seus protetores contra agentes naturais como parasitas e bactérias (Ande

et al., 20006).
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De acordo com Macheroux e colaboradores (2001) até meados dos anos 90, os estudos
com a LAAOSYV eram focados nas andlises estruturais e funcionais da molécula, enquanto
que nos ultimos anos os estudos seguiram para avaliar seus efeitos e potencial farmacolégico
(Izidoro et al., 2014).

Os efeitos antiparasitarios das LAAOs de venenos de diferentes familias de serpentes
tém sido reportados. As acdes contra os parasitas da Leishmania donavani e Trypanosoma
cruzi e outras espécies, t€ém sido reportado para venenos da B. moojeni, B. jararaca, B. atrox,
B. pirajai e Crotalus viridis (Alves-Paiva et al., 2011; Deolindo et al., 2010; Gongalves et al.,
2002; Izidoro et al., 2006; Stabéli et al., 2004; Tempone et al., 2001).

Em estudo realizado por nosso grupo, demonstramos a a¢do do veneno da Bothrops
marajoensis ¢ sua fracdo LAAO sobre os parasitas Leishmania amazonensis (Torres et al.,

2010). Portanto, o presente trabalho € relevante visando identificar novas moléculas com

atividade tripanocida.
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2 JUSTIFICATIVA

As doengas parasitarias necessitam de fundamental aten¢do, tanto devido ao aumento
significativo da resisténcia dos parasitos aos agentes terapéuticos disponiveis, como ao fato de
serem comumente classificadas como doencas negligenciadas, as quais afligem paises em
desenvolvimento e possuem pouco incentivo para a pesquisa, para o desenvolvimento
tecnoldgico e para inovacdo geradora de produtos necessdrios a saide das populacdes

desfavorecidas.

o

A Doenca de Chagas continua sendo um grave problema de saide publica devido

o

terapia inadequada e eficdcia limitada. Assim, o atual cendrio farmacolégico aplicado
Doenga de Chagas chama a atengdo para a necessidade da busca de drogas mais eficazes e
com menos efeitos colaterais. Dentro deste contexto, substancias bioativas de origem animal,
podem servir de modelos para serem utilizadas como drogas na terapéutica. O interesse na
procura de novas substancias colocou os venenos animais como uma das mais promissoras
fontes de compostos naturais.

As L-amino acido oxidase sdo consideradas uma classe de enzimas multifuncionais,
portanto, o presente estudo se propde a avaliar o potencial terapéutico do L-aminodcido
oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBm) sobre as formas
epimastigotas, tripomastigota e amastigota de 7. cruzi, bem como avaliar o possivel
mecanismo de ac¢do envolvido na atividade tripanocida e seus respectivos efeitos na fisiologia
e morfologia do parasita, na tentativa de identificar novas substancias que poderdo servir de

modelos para obtencao de novas drogas para a Doenca de Chagas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial tripanocida da L-aminoédcido oxidase isolada do veneno da

Bothrops marajoensis (LAAOBmar) em culturas de cepa Y de Trypanosoma cruzi

3.2 Objetivos Especificos

Determinar a atividade enzimdtica da LAAOBmar por quantificacio do perdxido de

hidrogénio

Determinar a atividade biolégica da LAAOBmar sobre as formas epimastigotas e

tripomastigotas de 7. cruzi na presenca e auséncia da catalase (CAT).

Avaliar a toxicidade da LAAOBmar sobre células de mamiferos LLC-MK, e determinar o

indice de seletividade.

Analisar o percentual de inibi¢do e o indice de sobrevivéncia de amastigotas de 7. cruzi em

células LLC-MK, tratadas com LAAOBmar.

Analisar as alteracdes ultraestruturais induzidas pela acdo da LAAOBmar através da

microscopia eletronica de transmissao em formas epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi

Verificar os possiveis mecanismos de morte celular por citometria de fluxo

Analisar os efeitos da LAAOBmar sobre a integridade da membrana plasmatica e da

mitocondria de epimastigotas, através da microscopia confocal.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultivo Celular (LCC),
Faculdade de Farmdcia, Odontologia e Enfermagem, Universidade Federal do Ceard com
colaboracdes do Instituto de Biomedicina (IBIMED - UFC) para as anélises em microscopia
de confocal e do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (FIOCRUZ - Pernambuco) com os

experimentos de microscopia eletronica de transmissao.
4. 1 Amostras

A enzima L-aminodcido oxidase do veneno da Bothrops marajoensis foi cedida pelo
Professor Marcos H. Toyama (Universidade Estadual Paulista, Campus do Litoral Paulista)

isolada e purificada como descrita por Costa Torres e colaboradores (2010).

O farmaco de referéncia Benzonidazol (99,5% de pureza), utilizado como controle
positivo, foi doado pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). As
culturas de Trypanosoma cruzi cepa Y e de células LLCM-K, foram doadas pelo Laboratério

de Bioquimica do Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo.

4. 2 Atividade enzimatica LAAOBmar

O ensaio foi realizado com o intuito de se determinar a atividade enzimdtica da
LAAOBmar. Para tanto, utilizamos 10uL de solu¢do enzimatica e 90uL/poco de solucdo de
substrato para iniciar a reacdo como descrito por Kishimoto e Takahashi (2001) com
modificagdes. A mistura da reacdo padrao continha 250 mM de L-leucina, 2 mM de o-
fenilenodiamina (OPD), 0,81 U / ml de peroxidase e LAAOBmar em um volume total de 100
ul / poco de tampao Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0). Ap6s incubagdo a 37 ° C durante 60 min, a
reacdo foi finalizada por adi¢do de 50 uL de H,SO4 2M. A absorvancia da mistura reacional
foi medida a 480 nm, e a atividade foi expressa como o aumento de absorvancia. Padrdes de
peréxido de hidrogénio foram utilizados e os dados calculados por regressao linear sendo a
atividade da LAAOBmar expressa como nmoles H>O»/min através do programa GraphPad

Prism 5.0.
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4. 3 Cultivos de parasitas e de células de mamiferos

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT (Liver infusion tryptose) de
acordo com Camargo (1964), suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de
antibidtico (penicilina/estreptomicina, Sigma, Brasil) e mantidos a 28°C em incubadora
B.O.D (Fanem, Brasil). Os parasitas utilizados para os experimentos foram provenientes de
culturas da fase exponencial, obtida através da realizacdo de uma curva de crescimento por
contagem didria dos parasitas por 12 dias. Com repiques realizados a cada 7-8 dias.

As formas tripomastigotas foram obtidas por infec¢do de células LLC-MK, (Rhesus
monkey kidney). As células foram cultivadas (2 x 10%/ mL) em garrafas de cultura celular (25
sz) em meio MEM (Minimum Essential Medium,Vitrocell, Brasil), suplementado com 10%
de soro bovino fetal e, apds 48 horas, estdgio de semiconfluéncia, infectadas com suspensao
de tripomastigota (1 x 107). As células infectadas foram entdo mantidas em meio MEM a 2%
de soro bovino fetal em atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 5-6 dias, periodo em que se
observou a eclosao das células e consequentemente tripomastigotas no sobrenadante. Em
seguida, os parasitas foram retirados do sobrenadante, centrifugados (3.500 rpm / 7minutos) e

disponiveis para a realiza¢do dos ensaios.

As células LLC-MK, utilizadas para infec¢do de tripomastigota e para ensaio de
citotoxicidade foram cultivadas em garrafas de cultura celular (25 cm’ ou 75 cm?) em meio
MEM  suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina). A linhagem foi mantida em atmosfera de 5% de CO, a 37°C com

visualizagao didria do crescimento em microscépio 6ptico invertido.

4. 4 Avaliacio da atividade da LAAOBmar sobre as formas epimastigota e

tripomastigota de T.cruzi

As formas epimastigotas de 7. cruzi foram cultivadas conforme item anterior e, apds
atingirem a fase exponencial de crescimento, os parasitas foram subcultivados em meio LIT
na concentracio de 1 x10° cél/mL em placa de 96 pocos e tratados com diferentes
concentracoes de LAAOBmar (3,12 - 50 pg/mL), benzonidazol (3,12 - 100 pug/mL) ou sem
tratamento (grupo controle). As placas forma incubadas por 48 e 72 horas (Becerra et al.,
2012) em estufa B.O.D a 28°C e apds esse periodo avaliados por contagem direta em camara

de Neubauer e calculado a Cls (concentracao inibitdria para 50% das células).
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Culturas de formas tripomastigotas obtidas a partir do sobrenadante de células LLC-
MK, infectadas, foram plaqueadas na concentragdo de 1 x 10° cél/mL em placa de 96 pogos
em meio MEM 2% suplementados com soro bovino fetal e tratados com diferentes
concentracdoes de LAAOBmar (0,39 — 1,56 pg/mL), benzonidazol (6,25 - 200 pg/mL) ou sem
tratamento (grupo controle) em atmosfera de 5% de CO, a 37°C . A viabilidade foi
determinada apds 24 horas por quantificacdo em camara de Neubauer e realizado o cdlculo da

CLso (concentragdo letal para 50% das células).

4. 4. 1 Envolvimento do peroxido de hidrogénio no mecanismo de morte celular

Com o intuito de avaliar o envolvimento do peréxido de hidrogénio proveniente da
reacdo catalisada pela LAAO, na morte celular das formas epimastigotas e tripomastigotas,
foram realizados ensaios com grupos tratados com diferentes concentracdes de LAAOBmar
na presenca da catalase (CAT, 100ug/mL, Sigma-Aldrich, Brasil). Os experimentos seguiram

os protocolos de citotoxicidade para cada forma parasitaria como descrito no item anterior.

4.5 Padronizacao da infeccio das células LLC-MK,; com formas tripomastigotas

A padronizagdo da infeccdo de células LLC-MK; com formas tripomastigotas foi
realizada com o objetivo de se definir a razao de parasita por célula e efetuar os ensaios em
formas amastigotas.

Aproximadamente 5 x 10%, 1 x 10°e 2 x 10° céls / mL foram subcultivadas em placas
de microcultura de 24 pogos contendo laminulas de vidro estéreis (13mm) em meio MEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal. Os parasitos entdo foram adicionados apds 24h,
periodo de fixacdo das células, na proporcao de 10:1 e 100:1 em meio MEM suplementado
com 2% de soro bovino fetal em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apéds 24h de interacdo
parasito-célula, os tripomastigotas ndo internalizados foram removidos € um novo meio de
cultura adicionado em cada pogo. As células foram novamente incubadas nas condicdes de
cultivo por até 3 dias com trocas de meio e observacdo em microscopio ocular realizadas
diariamente a fim de se visualizar a diferenciacdo e multiplicacdo das formas amastigotas.
ApOs esse periodo, as laminulas foram lavadas, fixadas em solucdo de Bouin e coradas com
corante Giemsa para seguinte montagem em laminas (Adade et al, 2011). As anélises foram
realizadas em microscopio 6ptico normal comparando as diferentes razdes de infeccdo e

tempo de infec¢do.
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4. 6 Avaliacao da toxicidade da LAAOBmar em células de mamiferos LLC-MK,

O potencial citotéxico da LAAOBmar sobre a linhagem LLC-MK, teve o propésito de
selecionar as concentragdes a serem testadas nos experimentos das formas intracelular de 7.
cruzi. As células LLC-MK, com concentracdo obtida nos ensaios de padronizacdo, foram
subcultivadas em placas de microcultura em meio MEM enriquecido com 10% de SBF e
penicilina/estreptomicina nas condi¢des de cultivo por 24 horas para permitir a adesao.

A viabilidade celular foi mensurada pelo método colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-brometo difeniltetrazolium), que se baseia na reacdo colorimétrica formada pela
reducdo de sais de tetrazolio por redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas a
formazan (MOSMANN, 1983). As células foram tratadas em placas de 96 pocos com
diferentes concentragcdes LAAOBmar (0,39 - 50 pug/mL) e, apés 24 h, a absorbancia foi
medida a 570 nm em leitor de ELISA (Asys Expert Plus, Biochrom, EUA). O valor da CCs
foi estimado e o Indice de Seletividade (SD) foi calculado através da razdo da CCsy LLC-MK,
e CLsp da forma tripomastigota de 7. cruzi com o objetivo de comparar a citotoxicidade entre

células de mamiferos e parasitas.

4.7 Avaliacao do efeito da LAAOBmar sobre as formas amastigotas intracelulares

Os ensaios foram realizados de acordo com os parametros estabelecidos na
padronizacdo da infec¢do das células LLC-MK, com formas tripomastigotas de 7. cruzi.
Laminulas contendo culturas de células infectadas apds 24 h foram tratadas com diferentes
concentracoes de LAAOBmar (0,78, 0,39 e 0,18 pg/ mL) ou sem tratamento e apds 24 h de
incubacdo as laminulas foram lavadas, fixadas em solu¢do de Bouin e coradas com Giemsa
para seguinte montagem em laminas (Adade et al, 2011). O nimero de amastigota foi
analisado por contagem em microscopio Optico totalizando 300 células. Os resultados foram
expressos como percentual de células infectadas, percentual de inibicdo das formas
amastigotas e Indice de Sobrevivéncia (IS). O IS é calculado a partir da seguinte férmula: %

cel infect x n® amastigotas/células (Vendrametto et al., 2010).
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4. 8 Analises ultraestruturais por Microscopia eletronica de Transmissao (MET)

Epimastigotas foram tratados por 48 horas com LAAOBmar (Clsyp e 2 x Clsp) e
tripomastigotas 24 horas com LAAOBmar (CLsp e 2 x CLsp). Em seguidas, foram
centrifugadas por 10 minutos a 5,500g e lavados 2 vezes em PBS. A fixacdo foi realizada
através de uma solucdo de 2,5% Glutaraldeido, 4% paraformaldeido em cacodilato de sédio
0,1 M, pH 7.2 durante 60 min a 4 °C. Apés trés lavagens no mesmo tampao, as amostras
foram pos-fixadas no escuro por uma hora em uma solucdo contendo 1% 0Os04/0,8%
ferricianeto de potdssio/S mM CaCl, em tampao cacodilato 0,IM. As células foram
desidratadas em baterias crescentes de acetona e incluidas em resina Polybed 812
(PolySciences, Warrington, PA, USA) por 48 h a 60 °C. Cortes ultrafinos obtidos foram
contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados ao microscépio
eletronico de transmissdo (Tecnai G2Spirit Biotwin, FEI Company, Holanda), operado a 100

KV.

4. 9 Efeito da LAAOBmar analisado por citometria de fluxo

As formas epimastigotas de 7. cruzi foram analisadas em citometria de fluxo a fim de
se observar os possiveis eventos envolvidos na morte celular. Para tanto, utilizamos o iodeto
de propidio (IP), para avaliarmos a permeabilizacio na membrana plasmadtica e o marcador
Anexina V-FITC que se liga a fosfatidilserina uma proteina de membrana exposta durante
processo apoptético. Parasitas (1 x 10° cel/mL) foram cultivados em placas de 12 pogos e
tratados com LAAOBmar (Clso/2) por 24 horas e apds este periodo as culturas foram
centrifugadas (3000rpm/7mint), lavadas com PBS pH 7,4 e ressuspendidas em tampao de
ligacdo (Hepes/NAOH 10Mm, NaCl 140Mm, CaCl, 2,5 Mm, pH 7,4). Em seguida foram
incubadas com uma solug¢do de iodeto de propidio (Img/ mL, Sigma - Aldrich) e Anexina V-
FITC (50pg/ mL, Becton-Dickinson) por 15 min no escuro (Alves et al., 2008; Matsuo et al.,
2010). Apés esse periodo as células foram lavadas novamente e entdo realizada leitura em
citdmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson) (Deolindo et al., 2005; Izumi et al.,

2012). Os resultados foram expressos em percentual de eventos positivos.



39

4. 10 Efeito da LAAOBmar analisado por microscopia confocal

A avaliacdo das possiveis alteracdes na membrana plasmdtica e na mitocondria foi
realizada utilizando os marcadores iodeto de propidio (IP) e rodamina 123 (Rod 123),
respectivamente. Para as andlises, epimastigotas (10% foram incubados com LAAOBmar
(CI5p e Cls¢/2) por 48 horas e apds esses periodo as culturas foram centrifugadas, lavadas e
marcadas com iodeto de propidio (10ug/ mL, Sigma — Aldrich) ou rodamina 123 (10ug/
mL,Invitrogen) por 15min. Em seguida, as amostras foram novamente lavadas e observadas
diretamente em microscopio confocal Olympus IX81. As imagens foram adiquiridas usando

laser HeNe (488 nm) para IP e KrAg (543 nm) para rodamina.

4. 11 Analises de dados

Os ensaios foram realizados em duplicata em 2 ou 3 experimentos independente,
expressos em média + erro padrao da média e os valores de Clsy para epimastigotas, CCs para
células LLC-MK; e CLs( para tripomastigotas, foram determinadas por regressdo nao linear
com intervalo de confianca 95%. Comparacdes estatisticas foram analisadas utilizando

ANOVA com Dunett’s post-test no programa GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS
5.1 Ensaio de determinacao da atividade enzimatica da LAAOBmar

O ensaio para confirmar a atividade enzimaética da substincia em estudo foi baseado
no conhecimento de que as LAAOs podem catalisar a oxidacdo estereoespecifica de L-
aminodcidos para formar o- ceto 4cido correspondente, gerando perdxido de hidrogénio
(H,0,). A quantificacdo de H,O, formado € o teste mais utilizado para o ensaio de atividade
da LAAO sendo descrito como um teste padrao ouro (Yu et al., 2014).

Para tal, inicialmente foi realizada uma curva padrdo de per6xido de hidrogénio e uma
curva de concentracoes de LAAOBmar versus absorbancia da mistura reacional (enzima mais
substrato). Em seguida, a interpolagdo desses dados nos forneceu as concentracdes de H,O,
produzida pela substancia em estudo. De acordo com a FIGURA 9, observamos que a
producdo de peréxido de hidrogénio, aumenta de acordo com o aumento das concentracdes de
LAAOBmar testada. Portanto, comprovamos a atividade enzimdtica da L-aminodcido
oxidase do veneno da Bothrops marajoensis e dessa forma foi possivel prosseguir com os

ensaios de atividade bioldgica.

Figura 9 — Atividade enzimdtica da L-aminodcido oxidase do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBmar).
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5. 2 Avaliacio da atividlade da LAAOBmar sobre as formas epimastigotas e

tripomastigota de 7.cruzi
5.2.1 Curva de crescimento das formas epimastigotas

A avaliagdo da taxa de crescimento dos epimastigotas nos fornece uma indicativa do
comportamento de replicacdo do parasita e, dessa forma, podemos determinar o melhor dia
para realiza¢do dos experimentos.

Aliquotas da suspensdo de culturas de parasitas foram analisadas através da contagem
direta durante 12 dias, com concentra¢do inicial de 10* parasitas/mL. De acordo com a
FIGURA 10, podemos observar que a fase log ( fase exponencial), ocorreu a partir do 5° dia

até aproximadamente o 9° dia de avaliacdo, sendo este o intervalo ideal para a realizacdo dos

experimentos.

Figura 10 - Curva de crescimento da forma epimastigota do 7. cruzi durante 12 dias de cultivo.
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5.2.2 A¢do inibitéoria da LAAOBm na replicacdo das formas epimastigotas

Os ensaios de atividade antiparasitdria foram realizados inicialmente frente as formas
epimastigotas de T.cruzi cepa Y apds 48 e 72 horas de incubacdo. Nossos resultados
demonstraram que a LAAOBmar nas concentracdes testadas (3,12 - 50 pug/mL), possui efeito
inibitério no crescimento das formas epimastigotas de forma dose e tempo dependente,
chegando a aproximadamente 100% de inibicdo na maior concentragdo testada. A
concentracao inibitdria para 50% das células (Clsg), equivalente a 48 horas de incubagdo foi
de 6,31pug/mL diminuindo para 5,85ug/mL quando o tratamento foi de 72 horas, conforme
FIGURA 11A e 11B, respectivamente.

Foram utilizados grupos controle positivo com o farmaco de referéncia benzonidazol
(3,12 - 100 pg/mL) nas mesmas condi¢des experimentais, apresentando Clso 48 h = 19,18
pg/mL e Clsp 72 h = 8,23 ug/ml (FIGURA 12A e 12B), portanto menos efetivo quando
comparado com a LAAOBmar. Na TABELA 4, podemos conferir as substincias testadas e os
respectivos valores de Clsy dos grupos tratados com LAAOBmar e benzonidazol.

O peréxido de hidrogénio (H,O,) proveniente das reacdes catalisadas pelas LAAOs
tem sido relacionado como o possivel agente responsdvel pelas atividades bioldgicas de tal
enzima. Desta forma, nosso trabalho avaliou o envolvimento do H,O, no efeito inibitério do
crescimento dos epimastigotas através da realizacdo de ensaios com grupos tratados com
LAAOBmar na presenca da catalase (CAT; 100 ug/mL), enzima que decompde o peréxido de
hidrogénio. Na FIGURA 11A podemos observar que nos grupos tratados com LAAOBmar na
presenca da CAT, a inibi¢c@o do crescimento dos parasitas € diminuida, porém néo € abolida.

Além disso, na maior concentracdo testada (50 ugmL) a atividade da LAAOBmar
sobre os epimastigotas, praticamente ndo € afetada. Na FIGURA 11B, os resultados indicam
que a acao citotoxica da LAAOBmar é pouco reduzida pela presenca de CAT no meio quando
incubada por 72 horas. Na TABELA 5 e 6, podemos comparar os percentuais de inibi¢cao do
crescimento das formas epimastigotas, quando tratadas somente com LAAOBmar ou com

LAAOBmar + CAT ap6s 48 h e 72 h, respectivamente.
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Tabela 4 - Valores de Cl5y da LAAOBmar e do Benzonidazol com seus respectivos tempos de incubacdo em

culturas de epimastigota de Trypanosoma cruzi.

Substincia Tempo (horas) CIsy (ng/mL)
LAAOBmar 48 6,31
72 5,85
Benzonidazol 48 19,18
72 8,23

Fonte — Elaborada pela autora

Figura 11 - Efeito citotéxico da LAAOBmar associada ou ndo a catalase sobre a forma epimastigota de 7.cruzi
apds 48 h (A) e 72 h (B) de tratamento.
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Legenda: O grifico representa o percentual de inibi¢do de crescimento dos parasitas (10°), expresso em média +
E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste
Dunett, com *p<0,05, grupo LAAOBmar e grupo LAAOBmar +CAT comparados ao grupo controle.

Figura 12 - Efeito citot6xico do benzonidazol sobre a forma epimastigota de T.cruzi apés 48 h (A) e 72 h (B) de

tratamento.
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Legenda: O grafico representa o percentual de inibicdo de crescimento dos parasitas, expresso em média +
E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste

Dunett, com *p<0,05, comparados ao grupo controle.

Tabela 5: Percentuais de inibi¢do de crescimento das formas epimastigotas tratados com LAAOBmar ou

LAAOBmar + CAT ap6s 48 horas de incubacio.

Concentracao de LAAOBmar % de inibicao de crescimento

% de inibicao de crescimento

(ng/mL)
Grupo LAAOBmar Grupo LAAOBmar+ CAT
(média+E.P.M) (média+E.P.M)
3,125 50,79+16,03 22,49+6,6
6,25 60,17£13,6 14,3049,9
12,5 66,52+33,5 18,04+8,7
25 92,66+2.6 16,5245,5
50 99,30+0,32 44.26+5,2

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 6: Percentuais de inibicdo de crescimento das formas epimastigotas tratados com LAAOBmar ou LAAOBmar

+ CAT apés 72 horas de incubacio.

Concentracao de LAAOBmar % de inibicao de crescimento % de inibicao de crescimento

(ng/mL)
Grupo LAAOBmar Grupo LAAOBmar+ CAT
(média+E.P.M.) (média+E.P.M)
3,125 56,44+13.3 38,67+1,65
6,25 65,32+11,4 46,05+1,78
12,5 75,66+7,56 54,4+2.64
25 92,4+4,1 56,06+2,02
50 99,75+0,16 49,92+3,14

Fonte: Elaborado pela autora

5.2.3 Efeito sobre a viabilidade das formas tripomastigotas

No presente trabalho, foram realizados ensaios de avaliagdao do efeito da LAAOBmar
(0,39 — 1,56 pg/mL) sobre a viabilidade da formas tripomastigotas T.cruzi cepa Y apds o
tratamento por 24 horas. De acordo com a FIGURA 13, podemos observar que a substancia
em estudo possui efeito citotoxico sobre os parasitas nas menores concentracdes testadas
provendo uma concentracao letal para 50% das células (CLso) equivalente a 0,17ug/mL. Tal
resultado representa grande importancia por esta ser a forma infectante em humanos. Os
grupos de tripomastigotas tratados com o fairmaco benzonidazol (6,25 - 200 ug/mL), testados
nas mesmas condi¢des, apresentou CLsy = 5,39 ug/mL (FIGURA 14). Na TABELA 7,
podemos conferir as substancias testadas e os respectivos valores de CLs.

Na avaliacdo do envolvimento do peréxido de hidrogénio (H,O;) na lise celular, os
parasitas foram tratados com LAAOBmar na presenca da catalase (CAT; 100 upg/mL).

Conforme a FIGURA 13 podemos observar que em nenhuma das concentracdes avaliadas a
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atividade da LAAOBmar foi bloqueada pela presenca da catalase no meio de cultura. Na
TABELA 8 podemos comparar os percentuais de viabilidade celular das formas
tripomastigotas quando tratadas somente com LAAOBmar ou com LAAOBmar + CAT apds

24.

Figura 13 - Efeito citotéxico da LAAOBmar associada ou nfo a catalase sobre a forma tripomastigotas de

T.cruzi ap6s 24 h de tratamento.
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Legenda: O grafico representa o percentual de viabilidade celular, expresso em média + E.P.M, de experimentos
independentes (n=3). Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Dunett, com *p<0,05, grupo

LAAOBmar e grupo LAAOBmar +CAT comparados ao grupo controle.
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Figura 14 - Efeito citotéxico do benzonidazol sobre a forma tripomastigotasa de T.cruzi apés 24 h de tratamento.
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Legenda: O grafico representa o percentual de viabilidade celular, expresso em média + E.P.M, de experimentos
independentes (n=2). Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Dunett, com *p<0,05,

comparados ao grupo controle.

Tabela 7 — Valores de CLs; da LAAOBmar e Benzonidazol apds 24 h de tratamento em culturas de

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Substancia CLsy (ng/mL)
LAAOBmar 0,17
Benzonidazol 5,39

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 8: Percentuais de viabilidade celular das formas tratados com LAAOBmar ou LAAOBmar + CAT apds
24 horas de incubagio.

Concentracao de LAAOBmar % de viabilidade celular % de viabilidade celular
(ng/mL) Grupo LAAOBmar
(médiaiE.P.M.) Gl'llpO LAAOBmar+ CAT
(média+E.P.M.)
0,39 17,84+2,72 20,03+0,95
0,78 4,5+0,86 23,84+1,63
1,56 2,54+0,96 27,8+1,15

Fonte: Elaborado pela autora

5. 3 Padronizacao da infeccao de células LLC-MK; com a forma tripomastigota

Diferentes concentragdes de células com variagdo na proporcdo de parasitas foram
subcultivadas a fim de obter melhor resultado de diferenciacdo de formas amastigotas. A defini¢do de
melhor infecdo foi realizada através de observacao direta em microscopio optico diariamente durante 3
dias. Concluimos, através de andlise qualitativa, que a infeccio mais efetiva ocorreu quando se
infectou 5x10* células com 5x 10° tripomastigotas. Na FIGURA 15A visualizamos a presenca
significativas de formas amastigotas intracelular provenientes da diferenciag¢@o de tripomastigotas apds

2 dias de infeccao e maior quantidade apds 3 dias de infec¢do (FIGURA 15B).
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Figura 15 - Fotomicrografia de células LLC-MK, (5 X 10* infectada com amastigotas de T.cruzi a partir da

infec¢do com tripomastigota (5 x 10%) no segundo dia (A) e terceiro dia de infec¢do (B)

Fonte: Acervo da autora

Legenda: As setas indicam as formas amastigotas visualizadas diretamente em microscépio 6ptico (40x)
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5. 4 Avaliacao da toxicidade da LAAOBmar sobre as células de mamiferos LLC-MK,

A partir do resultado obtido na padronizacdo conforme o item 5.3, as células LLC-
MK, foram entdo submetidas ao ensaio de citotoxidade na presenca da LAAOBmar. Apds 24
horas de tratamento com a LAAOBmar (0,39 — 50 ug/mL), obtivemos uma concentra¢ido 50%
toxica (CCsp) equivalente a 2,26 pug/mL (FIGURA 16). O resultado do ensaio de
citotoxicidade possibilitou a determinacdo das concentragdes a serem testadas nos ensaios
sobre as formas intracelulares, garantindo que nao haveria prejuiso a célula hospedeira.

A partir do valor de CCsg obtido, foi possivel calcular o Indice de Seletividade (SD),
que representa a seletividade da substancia em estudo ao parasita em relacdo a célula de

mamifero, ou seja CCsy /CLso ( 2,26 / 0,17) e obtivemos o valor de 13,29.

Figura 16 — Efeito citotéxico da LAAOBmar sobre a linhagem celular LLC-MK,; ap6s 24 h de tratamento.

1204
100 .==q —— *
-
80+

Viabilidade celular (%)

60-

40 * .
Binl=ls

0 ALl 1]

Controle 0,39 0,78 1,56 3125 625 125 25 50

Concentracgoes (png/mL)

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: O grifico representa o percentual de viabilidade celular, expresso em média + E.P.M, de
experimentos independentes (n=3). Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Dunett, com
*p<0,05, comparados ao grupo controle.



52

5. 5 Avaliacao da atividade da LAAOBmar em amastigota.

As concentracoes de LAAOBmar foram selecionadas como sendo concentragdes
inferiores da Clsy obtida no item anterior 5.4 (0,78, 0,39 e 0,18 pug/mL). Nas concentragdes
testadas, ndo houve diminuicdo estatisticamente significativa no percentual de células
infectadas (FIGURA 17) nem no percentual de inibi¢do das formas amastigotas (FIGURA
18). A FIGURA 19 representa o indice de sobrevivéncia (IS) calculado a partir do percentual
de células infectadas e do nudmero de amastigotas em cada concentracdo testada.
Fotomicrografias das culturas de células contendo amastigotas pode ser visualizada na

FIGURA 20.

Figura 17 - Efeito da LAAOBmar em células LLC-MK, infectadas com amastigotas.
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Legenda: O gréfico representa o percentual de células infectadas com amastigotas apds 24 horas de tratamento,
expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=2). Andlise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Dunett, com *p<0,05, comparados ao grupo controle.



53

Figura 18 - Efeito da LAAOBmar sobre amastigotas.
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Legenda: O gréfico representa o percentual de inibi¢do de amastigota intracelular apds 24 horas de tratamento,
expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=2). Andlise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Dunett, com *p<0,05, comparados ao grupo controle.

Figura 19 — Efeito da LAAOBmar sobre a sobrevivéncia dos amastigotas
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Legenda: O grafico representa o indice de sobrevivéncia apds 24 horas de tratamento, expresso em média +
E.P.M, de experimentos independentes (n=2). Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste
Dunett, com *p<0,05, comparados ao grupo controle.
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Figura 20 — Fotomicrografia de células LLCM-K, infectadas com formas amastigotas de 7.cruzi tratadas ou ndo
com LAAOBmar.

CONTROLE 0,19ug/mL

Fonte: Acervo da autora

Legenda: As setas indicam as formas amastigotas visualizadas diretamente em microscépio optico (40x)
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5. 6 Avaliacoes ultraestruturais de 7. cruzi apés o tratamento com LAAOBmar

As andlises por microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram realizadas nas
formas epimastigotas e tripomastiotas de T.cruzi apds o tratamento por 48 h e 24 h,
respectivamente. Foi observado em epimastigotas, que o grupo controle apresentava corpo
alongado, organelas e membranas intactas e sem alteracdes no citoplasma e reservossomo
pode ser visualizado na parte posterior do parasita FIGURA 21A. O tratamento com Clsp e 2 x
Clso de LAAOBmar por 48 horas, causou perda da organizagdo celular, com deslocamento
das organelas como reservossomos e reticulo endoplasmdtico FIGURA 21B. Entretanto,
poucas células apresentaram perda dos constituintes citoplasmaticos ou ruptura de membrana,
mesmo na maior concentragdo avaliada FIGURA 21C. Um intenso inchaco das organelas
como mitocOndria e reticulo endoplasmatico pode ser observado tanto em epimastigota e
tripomastigota. Interessantemente, um aumento da eletrodensidade das membranas
mitocondriais foi observado na maioria dos epimastigotas.

Os tripomastigotas tratados com 0,17 pg/mL de LAAOBmar, mostraram mitocondria
alterada, ruptura de k-DNA, aumento do perfil membranoso no citoplasma, que aparenta ser
derivado da membrana plasmadtica e ou do reticulo endoplasmatico FIGURA 22B-C. Além
disso, intumescimento do corpo celular também foram observados. Parasitas tratados com o
dobro da concentracdo foram totalmente destruidos, ndo sendo possivel o processamento de

material.
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Figura 21 - Efeito da LAAOBmar na ultraestrutura de epimastigotas de T.cruzi analisado por microscopia
eletronica de transmissao.

Fonte: Acervo da autora

Legenda: (A) Células controle apresentando corpo celular alpongado com nicleo localizado centralmente, um
citoplasma homogeneo e membrana plasmadtica intacta. (B) Forma epimastigota mostrando corpo celular e
mitocondria entumecidos (m) e membrana ondulada . Nota-se um aumento na eletrodensisdade da membrana
mitocondrial (seta). (C) Forma epimastigota tratada com 2 x ICsy de LAAOBmar, apresentando um evidente
inchago do reticulo endoplasmdtico (seta) e da mitocdndria (m) com maior densidade de electrdes. Nota-se a
presenca de reservosomos intumescido (R) disperso por todo o citoplasma e a presenga de figuras de mielina
(seta). Bars: A=2 um; B=0.5 pm; C=1 pm.
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Figura 22— Efeito da LAAOBmar na ultraestrura de tripomastigotas analisadas por microscopia eletronica de
transmissao.

Fonte: Acervo da autora

Legenda: (A) Célula controle apresentando cinetoplasto (k) e mitocondria (*) bem presenrvados. (B) Detalhe da
forma tripomastigota tratado com CLsy da LAAOBmar apresentando corpo celular e organelas entumescidos.
Fragmentacdo do complexo de Golgi (GC), estruturas tubulares e vesiculas podem ser visualizadas. Observe a
presenca de perfil membranoso decorrente da membrana plasmadtica (seta, detalhe). (C) Magnitute do
cinetoplasto com fragmentacdo da rede de k-DNA e anastomoses alteradas (seta). Bars: A-B =1 um; C = 0.5
pm.

5. 7 Efeito da LAAOBmar sobre a integridade da membrana e efeito no potencial

apoptotico em epimastigotas analisados por citometria de fluxo

A avaliacdo do efeito da LAAOBmar foi realizada através de células tratadas ou ndo
(controle) com LAAOBmar (3,15ug/mL) na presenca e auséncia de catalase (100 pg/mL)
marcadas com iodeto de propidio e anexina V- FITC. O iodeto de propidio (IP) é um
marcador que se liga ao DNA celular ao penetrar em células com alteragdes na integridade da
membrana, uma vez que esta substincia ndo possui a capacidade de permear membranas
intactas. O marcador anexina V- FITC possui afinidade a fosfatidilserina, um lipidio de
membrana localizado no interior dessa estrutura em células normais, porém, em células em

apoptose é externalizado.
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Conforme a FIGURA 23, o tratamento com LAAOBmar demonstrou uma discreta
marcagdo de parasitas para IP e anexima V-FITC. De modo semelhante, células tratadas com
LAAOBmar na presenga de CAT, também ndo apresentaram marcagao estatisticamente significativa

em relacdo ao controle. Os valores em percentual de eventos positivos podem ser visualizados na

TABELA 9.

Tabela 9: Percentual de eventos positivos apds a marca¢do com iodeto de propidio (IP) e anexina V- FITC (AX),
analisados por citometria de fluxo.

AX - IP+ (%) AX + IP- (%) AX + IP+ (%)
Controle 0,3 1,59 1,67
LAAOBmar 0,53 1,74 2,42
LAAOBmar+CAT 0,4 2,17 2,81

Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: As amostras foram marcadas simultaneamente com iodeto de propidio e anexina V-FITC e os
resultados apresentados como parasitas marcados somente por IP (AX — IP+), por AX (AX+ IP-) e duplamente
marcados (AX + IP+).
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Figura 23 — Efeito da LAAOBmar (3,12 pg/mL) na presenga ou auséncia da catalase (CAT, 100 pg/mL) em
epimastigotas.
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Legenda: O gréfico representa o percentual de eventos positivos apds a marcagcdo com iodeto de propidio (IP) e
anexina V- FITC (AX) analisados por citometria de fluxo expresso em média + E.P.M, de experimentos
independentes (n=2). Andlise estatistica foi realizada por Teste t — Student ndo pareado com *p<0,05,
comparados ao grupo controle.

5. 8 Efeito da LAAOBmar sobre a integridade da membrana e da mitocondria de

epimastigota analisados por microscopia de confocal

As avaliacOes por microscopia de confocal auxiliaram a identificar as alteracOes
fisiologicas e morfoldgicas ocorridas nos parasitas apds tratamento com LAAOBmar. As
culturas foram marcadas com iodeto de propidio (IP), para andlise de integridade de
membrana e com rodamina 123 (Rod 123) para avaliacio do potencial da membrana
mitocondrial.

Na FIGURA 24 observamos que os parasitas do grupo ndo tratado (controle)
apresentavam morfologia caracteristica da forma em estudo (corpo e flagelo alongados) e sem

emissao de fluorescéncia. De forma semelhante ao grupo controle, os parasitas tratados com
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3,15ug/mL de LAAOBmar, demonstraram discretas alteracdes morfoldgicas e auséncia de
marcagdo por IP, portanto, mantendo a integridade da membrana na concentragdo testada. Foi
observado que na maior concentracio de LAAOBmar (6,31ug/mL), os parasitas apresentaram
diminui¢do de tamanho do corpo e todos apresentaram marcacao positiva de IP.

A marcacdo dos parasitas com Rod 123 pode ser conferida na FIGURA 25, em que se
observa que nos grupos controle a morfologia esta inalterada e ha a ocorréncia da emissao de
fluorescéncia resultante da atividade normal do potencial de membrana mitocondrial.
Epimastigotas na presenc¢a de 3,15ug/mL de LAAOBmar demonstraram drasticas alteracdes
no corpo e flagelo, porém, a atividade mitocondrial permanece inalterada. O efeito com maior
relavancia foi observado no grupo tratado com 6,31ug/mL, em que foram visualizadas

alteracdes morfoldgicas intensas e quase auséncia de fluorescéncia.
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Figura 24 — Efeito da LAAOBmar sobre a integridade da membrana de epimastigotas analisado por microscopia
confocal

DIC+IP IP

Fonte: Acervo da autora

Legenda: As imagens foram obtidas a partir do canal correspondente a fluorescéncia do iodetoto propidio (IP) e
por sobreposi¢do de imagens de contraste interferencial (contraste de interferéncia diferencial, DIC) e IP (IP +
DIC) analisados por microscopia confocal apds 48 horas de incubacdo. (A) representa os parasitas sem
tratamento, (B) os parasitas tratados com LAAOBmar (3,15 pg / ml) e (C) tratados com parasitas LAAOBmar
(6,31 pg/ ml). Barras: 10 um
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Figura 25— Efeito da LAAOBmar sobre o pontencial da membrana mitocondrial de epimastigotas analisado por
microscopia de confocal

DIC + Rod 123 Rod 123

Fonte: Acervo da autora

Legenda: As imagens foram obtidas a partir do canal correspondente a fluorescéncia do rodamina 123 (Rod 123)
e por sobreposicdo de imagens de contraste interferencial (contraste de interferéncia diferencial, DIC) e Rod 123
(Rod 123 + DIC) analisados por microscopia confocal apds 48 horas de incubacdo. (A) representa os parasitas
sem tratamento, (B) os parasitas tratados com LAAOBmar (3,15 pg/ml) e (C) tratados com parasitas
LAAOBmar (6,31 pg/ml). Barras: 10 pm
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6 DISCUSSAO

As doencas parasitdrias continuam sendo um desafio para muitos paises, afetando o
desenvolvimento social e econdmico. A doenca de Chagas causa anualmente 6 mil mortes no
Brasil (Dias, 2007; Martins-Melo ef al., 2012) e o aumento do niimero de casos em areas nao
endémicas estd gerando preocupacdo em paises da Europa e nos Estados Unidos. Além disso,
a alta toxicidade e eficdcia limitada das drogas atualmente utilizadas no tratamento torna o
desenvolvimento de novos componentes terapéuticos uma necessidade (Martins-Melo, 2014).

Produtos de origens naturais, tais como venenos de animais, ocupam um €espago nho
arsenal de moléculas bioativas. Estas substincias representam a principal fonte de agentes
terapéuticos contra bactérias, fungos e parasitas (Altmann, 2001). Desta forma, os venenos de
serpentes vém se tornando importantes fornecedores de componentes alternativos e efetivos
contra doencas negligencidveis ou com terapias limitadas (Ande et al., 20006).

As toxinas isoladas de venenos de diferentes familias de serpentes sdo descritas por
possuirem uma diversidade de propriedades bioldgicas e comumente utilizadas como
ferramentas para design de novos agentes terapéuticos. De acordo com Fox (2013), os
venenos ofidicos sdo constituidos por aproximadamente 11 familias de proteinas
biologicamente ativa. Sdo identificadas: fosfolipases A, proteinases serinas, metaloproteases,
peptidios vasoativos, lectinas, desintegrinas, fatores de crescimento endotelial, nucleotidases,
hialuronidases, fosfodiesterases e L-aminodcido oxidases. Inserida nesse grupo, as L-
aminodcido oxidase (LAAOs) tem sido identificada em vdrios venenos de serpentes
representando até 30% do veneno total (Takasuka et al., 2001) e 1-9% do total das proteinas
dos venenos das familias Viperidae, Crotalidea e Elapidea, proporcionando diferentes efeitos
bioldgicos.

As LAAOs sdo altamente distribuidas na natureza podendo ser encontradas em
diversos organismos, como: venenos ofidicos, bactérias, fungos e algas. Do ponto de vista
bioquimico, LAAOs de diferentes fontes distingue-se pela massa molecular, especificidade de
substrato, modificagdes e regulagdo pds-traducionais (Pollegioni et al., 2013). Dentre as
LAAOs existentes, as de origem ofidicas sd@o as mais estudadas por proporcionar diferentes
atividades bioldgicas, tais como, atividade antibacteriana, leishimanicida, tripanocida e

inibicdo da agregac¢do plaquetérias.
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Em estudos anteriores realizados por nosso grupo, avaliamos a atividade da LAAO
isolada do veneno da Bothrops marajoensis sobre a Leishmania chagas e Leishmania
amazonensis (Costa Torres et. al, 2010) obtendo resultados eficientes na inibicdo de
crescimento de tais parasitas.

Nesse contexto, nosso estudo teve o objetivo de investigar a acdo antiparasitdria da
LAAOBmar em diferentes formas do parasita do Trypanosoma cruzi cepa Y (epimastigota,
tripomastigota e amastigota), avaliando o possivel mecanismo de acdo e de morte celular e
avaliacdo de modificagcdes morfoldgicas através das técnicas de microscopia eletronica de
transmissao, citometria de fluxo e microscopia de confocal.

Nossos resultados mostraram que a LAAOBmar inibiu fortemente as formas
epimastigotas (forma proliferativa residente no vetor) apds 48 e 72 horas de incubacao quando
comparado com as LAAOs isoladas do veneno da Bothrops jararaca (Deolindo et al., 2010) e
do veneno da Bothrops leucurus (Torres et al., 2010), sendo esta ultima ausente de acdo
contra formas epimastigota de 7. cruzi. Outros autores mostram que as LAAOs isoladas das
espécies de Bohtrops possuem atividade contra Leishimania e Trypanosoma cruzi (Alves-
Paiva et al., 2011; Ciscotto et al., 2009; Costa Torres, et al., 2010; Stabeli et al., 2007).

Embora estas moléculas demonstrem propriedades bioquimicas similares, podem
variar em tipo de substrato (Ciscotto et al., 2009; Du e Clemetson, 2002) o que pode explicar
as diferenca nas atividades biol6gicas de LAAOs provenientes de venenos da mesma familia.
Além disso, de acordo com Lukasheva e colaboradores (2011), essa ampla gama de fungdes
bioldgicas estd associada com as reacdes de diferentes organismos frente a presenca da
enzima LAAO.

A forma tripomastigota de T.cruzi (forma infectante ndo proliferativa), foi
consideravelmente mais suscetivel ao tratamento da LAAOBmar que as formas epimastigotas.
O efeito inibitério sobre tripomastigota também foi mais eficiente que a droga de referéncia
Benzonidazol, sendo esse resultado de grande importdncia uma vez que esta é a forma
infectante em humanos. De forma semelhante, LAAOs do veneno da B. jararacussu e B.
moojeni apresentaram alto efeito tripanocida (Franca et al., 2007). Em contraste, LAAOs da
B. atrox e Lachecis muta revelaram resisténcia ou baixa citotoxicidade frente a mesma forma
do parasita (Alves-Paiva et al., 2011; Bregge-Silva, et al., 2012).

Reafirmando os achados na forma epimastigota, estes diferentes efeitos de LAAOs de
venenos de serpentes (LAAOSV) podem estar relacionados com a especificidade do substrato

da enzima e os sitios de ligac@o ou devido a variacao interespécie (Guo et al., 2012; Lee et al.,
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2014; Wei et al., 2009). Esta diferenca na especificidade das LAAOS de diferentes espécies
tem sido atribuida na diferenca da estrutura primdria da enzima (Jin et al, 2007 ).

A citotoxicidade de LAAOs ¢ atribuida em grande parte a producao de peréxido de
hidrogénio como um resultado da desaminac¢ao dos L-aminodcidos (Calderon et al., 2014). De
acordo com Ande e colaboradores (2006), o per6xido de hidrogénio € produzido no meio
extracelular e pode agir diretamente na membrana plasmdtica por alteracdo da
permeabilidade. Estudos indicam ainda que esta espécie reativa de oxigénio aumenta o
estresse oxidativo ativando por choque térmico as proteinas e iniciando uma desorganizacao
da membrana e do citoplasma da célula afetada (Guo et al., 2012).

Portanto, conduzimos o nosso trabalho a investigar o possivel mecanismo de morte
celular induzida pela LAAOBmar contra os parasitas de 7. cruzi através do envolvimento do
H,0,. Nos ensaios com as formas epimastigotas a presenc¢a da catalase, uma enzima que age
como eliminadora de H,O,, atenuou significativamente o efeito antiparasitirio da
LAAOBmar, porém, ndo aboliu completamente. De acordo com nossos resultados, o efeito
tripanocida apds 48h de tratamento na presenca da catalase foi consideravelmente diminuido,
diferentemente do efeito ocorrido nos grupos com 72 horas de incubagdo. Assim, sugerimos
que o a producdo de H,O, ocorre conforme a disponibilidade de substrato no meio e
possivelmente ocorra um actimulo de perdxido.

Inversamente ao epimastigota, os efeitos da LAAOBmar sobre a viabilidade de
tripomastigota ndo foram significativamente revertido pela catalase A alta suscetibilidade dos
tripomastigotas as injurias induzidas por H,O, quando comparadas com epimastigotas, tem
sido reportado em outros estudos. Peloso e colaboradores (2011) demonstraram que as formas
tripomastigotas ndo sobrevivem em concentragdes de H>O, maior do que 50 uM enquanto
que epimastigotas pode lidar com o estresse induzido por H;O, em concentragdes até 200 uM
(Gadelha et al., 2013).

Encontramos na literatura estudos que em sua maioria correlaciona o efeito
antiparasitario das LAAOSYV pela presenca de H,O; liberado, como a atividade da LAAO da
B. jararaca, B. moojeni e B. atrox (Alves-Paiva et al., 2011; Ciscotto et al., 2009; Deolindo et
al., 2010; Stabeli et al., 2007). O efeito bactericida da B. moojeni, B. pauloensis, B. jararaca
(Ciscotto et al., 2009; Rodrigues et. al., 2009; Stabeli et al., 2007) também € descrito. Nesses
estudos, a adi¢do da enzima catalase em grupos tratados com LAAOSVs, a morte celular foi
diminuida ou completamente abolida, sugerindo o envolvimento direto de H,0,.

Por outro lado, outros relatos sugerem que a atividade da enzima pode ndo ser

totalmente devido a producdo de H,O, (Ande et al., 2006, Suhr e Kim, 1999), o que foi
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observado em nosso trabalho e na pesquisa com a B. pauloensis contra o parasita L.
braziliensis (Rodrigues et al., 2009). A falha da catalase em reverter os efeitos deletérios da
LAAOBamar sobre tripomastigota corrobora com essa hipdtese. Além disso, a citotoxicidade
bem conhecida de amoénia (Zeuthen et al., 2006), um outro sub-produto da atividade da
LAAO, podera também contribuir para o efeito deletério do LAAOBmar em 7. cruzi.

Alguns autores sugerem que existam receptores ou alvos celulares especificos, embora
o mecanismo molecular desses efeitos ainda seja desconhecido (Li et al., 2008; Stabeli et al.,
2007; Zhang et al., 2004a). Outros trabalhos descrevem que as LAAOSVs podem se ligar a
superficie celular e gerar H,O, localmente ou internamente na célula, acdo invidvel para a
enzima catalase (Surh and Kim 1999; Ali et al. 2000). Esses diferentes resultados do possivel
mecanismo de acdo da LAAOSVs corroboram com as descri¢des a respeito da variagao da
enzima dentro da mesma espécie e a existéncia de isoformas dessa molécula. Esta diferenca
na especificidade das LAAOS de diferentes espécies tem sido atribuida na diferenca da
estrutura primaria (Jin et al, 2007).

Para dar continuidade aos ensaios da atividade antiparasitiria da LAAOBmar, foi
avaliado também o efeito sobre as formas amastigotas. Inicialmente, foi realizada a
padronizacdo da infec¢do das células mamiferas LLC-MK, infectadas com tripomastigotas.
Foi definida entdo a razdo de infeccao (tripomastigotas por células) e tempo de infec¢io para
ocorrer a diferenciacdo em amastigota e dessa forma realizar o tratamento com LAAOBmar.
Nossos resultados mostraram que apos 24 de infecgdo ja foi possivel identificar a presenca
das formas intracelulares. Em seguida, avaliamos o efeito téxico da LAAOBmar em células
LLC-MK; para selecionar doses sub toxicas as células mamiferas nos ensaios de amastigota.
Com o resultado de citotoxidade foi possivel calcular o indice de seletividade (SI) para a
forma tripomastigota, que apresentou um alto valor, ou seja, a LAAO em estudo € mais
seletiva ao tripomastigota. Valores acima de 10 (SI > 10) sdo geralmente considerados
indicativo de seletividade (Gall€ et al., 2013).

De forma a concluir nosso estudo da atividade da LAAOBmar sobre o parasita do
T.cruzi nos diferentes niveis do ciclo celular, nds realizamos os ensaios em formas
amastigotas intracelular (forma infectante e proliferativa). Os experimentos com LAAOBmar
contra os amastigotas intracelulares mostraram que o percentual de células infectadas ndo foi
alterado e o percentual de inibicdo de amastigotas e o indice de sobrevivéncia foram
moderadamente diminuidos, mas ndo estatisticamente significativa. Portanto, foi evidenciada

uma tendéncia a diminuicao da multiplicacdo dos amastigotas.
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Estes resultados poderiam ser explicados pelo curto tempo de incubag¢do do farmaco
(24 horas) usada nos experimentos. E possivel que um maior tempo de incubagdo seja
necessario para que a LAAOBmar exerca seus efeitos deletérios sobre amastigota
intracelular, uma vez que esta forma evolutiva do parasita € de alguma forma protegido dentro
do vactolo parasitéforo (Adade et al, 2011;. Urbina e Docampo, 2003).

Outra hipétese a ser questionada € que o parasita intracelular pode possuir resisténcia a
presenca de radicais livres e peréxido de hidrogénio de forma diferente as formas circulantes
sanguineas tripomastigota. Além disso, Timm e colaboradores (2014) evidenciaram atividade
de diaminas frente as formas tripomastigotas € menor efeito sobre amastigotas de 7. cruzi. De
acordo com os autores, essa diferenca de efeito entre as duas formas estudadas pode ser
devido a: (a) distinto mecanismo de captacdo/extrusao e (b) diferentes alvos celular das duas
formas avaliadas.

A identificac@o e caracterizacdo das alteracdes morfoldgicas e fisiolégicas induzidas
por LAAOBmar em Trypanosoma cruzi , que conduz a morte ao parasita, pode nos auxiliar a
identificar os alvos moleculares destas drogas. A morte celular programada (Programmed
Cell Death, PCD) € caracterizadas por modificacdes morfoldgicas e bioquimicas (Damasceno
et al., 2014). A PCD tipo I, denominada morte por apoptose, tem como principais
caracteristicas a retragdo do citoplasma, fragmentacdo de DNA, condensacdo da cromatina,
aumento da mitocOndria, ativagio das caspases e externalizacdo da fosfatidilserina (Adade et
al., 2013; Benitez et al., 2012). A morte celular por autofagia € denominada PCD tipo II, em
que ocorre uma complexa via de sinalizagdo com altera¢des morfolégicas como formacao de
autofagossomos e figuras de mielina no citoplasma (Adade et al., 2013; Kessler et al., 2013).
O udltimo tipo de morte celular ocorrida em parasitas € o PCD tipo III, morte por necrose.
Nesse tipo de evento a célula entra em processo de destrui¢do de forma mais abrupta, com
intensas altera¢des mitocondriais, deplecdo de ATP, geracdo de espécies reativas de oxigénio,
vacuoliza¢do citoplasmaticas e perda da membrana plasmatica (Benitez et al., 2012). O
conhecimento a cerca do caminho de morte do parasita pode contribuir nos estudos sobre os
eventos celulares no estabelecimento da infec¢do e fornecer respostas de quando e por que
estes eucariontes unicelulares morrem de forma controlada (Ameisen, 2002; Pollitt et al.,
2010).

Diferentes técnicas t€ém sido empregadas no estudo da morte celular do T.cruzi como
andlises ultraestruturais, citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncias (Alvarez et al.,

2008; Jimenez et al., 2008).
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De forma a aprofundar nossos achados os parasitas de T.cruzi, formas epimastigota e
tripomastigota foram submetidos as andlises das modificacdes morfoldgicas e na organizagao
ultraestrutural apds o tratamento com LAAOBmar. A utilizacdo da microscopia eletronica
vem sendo utilizada como importante ferramenta para identificar estruturas celulares de alvos
intracelulares de drogas com isso, a microscopia eletronica de transmissao (MET) nos fornece
imagens estruturais de membranas e organelas celulares (Adade et al., 2010).

Embora os efeitos da LAAOBmar foram mais pronunciados no tripomastigota do que
em epimastigotas, ambas as formas evolutivas apresentaram altera¢cdes morfoldgicas
semelhantes. As modificagdes ultraestruturais mais proeminentes observadas em
epimastigotas tratados com LAAOBmar foram a perda da organizacao celular e da polaridade,
com um deslocamento de organelas como o reservosomos e reticulo endoplasmatico. Um
aumento da eletrondensidade das membranas mitocondriais foi observado na maioria das
células epimastigotas. Este efeito pode ser devido a um aumento da sintese de lipidos da
membrana em resposta ao estresse mitocondrial, levando a uma intensificacdo da reatividade
da membrana mitocondrial ao tetr6xido de 6smio utilizado no procedimento de fixacdo (Khan
etal., 1961).

Tem sido demonstrado que as condi¢des que resultam na perda da homeostase celular,
incluindo o estresse oxidativo, o estresse do reticulo endoplasmdtico e perturbacdes
mitocondriais podem desencadear os mecanismos de controle destinados a restabelecer a
funcdo celular e viabilidade. Entre esses mecanismos, a autofagia medeia a degradacdo
coordenada de organelas e moléculas danificadas numa tentativa para restaurar a homeostase
celular (Baixauli et al., 2014).

Durante o processo de autofagia uma membrana de isolamento ou fagoforo, envolve
uma porcao do citoplasma contendo organelas e moléculas residentes. O fagoforo fecha sobre
si mesma para formar o autofagossomo, que, por sua vez, evolui a autofagossomo maduro
antes de fundir-se com os lisossomos para degradacdo do material isolado (Burman e
Ktistakis, 2010). H4 um consenso de que o reticulo endoplasmético e outras organelas como
Golgi, endosomes e membrana plasmdtica sdo as principais fontes de membrana
autofagossomal (Tooze, 2013). As alteragdes ultra-estruturais descrito, principalmente em
tratamentos com baixas concentracoes de LAAOBmar, sugerem fortemente que a autofagia
teve participacdo. No entanto, € possivel que a falha da autofagia ao lidar com o estresse
oxidativo persistente, induzida pelas concentra¢cdes mais elevadas de LAAOBmar, pode
conduzir a morte do parasita. Tripomastigotas tratados com maior concentragdo de

LAAOBmar foi completamente destruidos, corroborando com esta ideia.
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Nas formas tripomastigotas, a LAAOBmar induziu severas alteragdes morfoldgicas:
presenca de vacuolos, formacao de figuras mielina-like e destruicio do complexo de Golgi,
alteracdes na mitocondria, como o aumento de volume e alteracdo na rede de kDNA. Hailey e
colaboradores (2010) descrevem que a presenca de figuras de mielina em contato préximo
com a mitocondria pode indicar danos de membrana mitocondrial por mitofagia. Embora
algumas mudancas morfoldgicas encontradas em tripomastigotas foram comuns 4&s
encontradas em epimastigotas, nao podemos descartar outras possibilidades de mecanismos
diferente de necrose, como autofagia e apoptose. Alguns estudos descrevem diferentes
mecanismos de morte nos parasita 7. cruzi, como o veneno da Apis mellifera e sua fracao
melitina (Adade et al., 2013; Adade et al., 2012), que induz autofagia em epimastigota e
apoptose em tripomastigota.

Dando continuidade aos estudos de avaliagdo do tipo de morte celular, epimastigotas
de T.cruzi foram tratados com LAAOBmar e marcados com anexina V-FITC e iodeto de
propidio (IP) para seguida avaliagdo em citometro de fluxo. O marcador anexina V-FITC
avalia a externalizacdo da fosfoditilserina, um lipidio de membrana que durante o processo
apoptotico € translocado para a camada externa da membrana. Enquanto que o IP somente
consegue marcar células com membranas alteradas, caracteristica de ocorréncia de necrose.
Nossos resultados mostraram reduzida marcacdo por ambas as substincias, porém, sugerimos
que hd uma inclinagdo de ocorréncia de células duplo marcadas e coradas com IP nos grupos
tratados com LAAOBmar. Salientamos que as andlises ultraestruturais indicaram um possivel
rompimento de membrana.

De acordo com alguns autores, o peréxido de hidrogéncio € capaz de induzir diferentes
tipos de morte celular em epimastigota de 7. cruzi de maneira dose-dependente (Deolindo et
al., 2010; Piacenza et al., 2001; Vilchez et al., 2011). Em estudos realizados com LAAO do
veneno da Colloselasma rhodostoma em células Jurkat, Ande e colaboradores (2006),
demonstraram que a presenca de H,O, causou morte celular por necrose, porém, no meio
contendo catalase as células apresentaram apoptose. Entdo, € possivel correlacionar niveis de
H,0; e o tipo de morte ocorrida. Outros estudos relatam a ocorréncia de apoptoses em parasita
e outras linhagens celulares induzida por LAAOSV, B. jararaca (Deolindo et al., 2010),
B.moojeni (Stabéli et al., 2007), C. atrox (Torii et al., 2000) and B. atrox (Alves et al., 2008).

Para melhor caracterizar as alteragdes fisiologicas e os mecanismos de morte celular
desencadeada por LAAOBmar, foram observados seus efeitos sobre a fisiologia das formas

epimastigota através da microscopia confocal utilizando iodeto de propidio (PI) e rodamina
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123 (Rod123), como sondas fluorescentes para os ensaios da integridade da membrana e do
potencial de membrana mitocondrial, respectivamente.

Nossas observacdes indicaram perfis diferentes de acordo com a concentragdo de
LAAOBmar utilizada e o tipo de marcagao. Nos grupos marcados com rodamina e tratados
com menor concentragcdo mostrou uma intensa atividade mitocondrial com células emitindo
forte fluorescéncia. Apesar das alteragcdes morfoldgicas visualizadas na MET, a atividade
mitocondrial persiste. Por outro lado, na maior concentracdo foi possivel identificar
diminui¢do da intensidade da fluorescéncia emitida pela Rod 123, sugerindo um possivel
colapso no potencial da membrana mitocondrial. Na mesma concentracio uma intensa
marcacdo por IP foi observada, indicando uma diminuicdo ou perda da integridade da
membrana. Veiga-Santos et al., (2013) descreveu que os danos mitocondriais podem ser alvos
iniciais no processo que culmina da morte do parasita, logo, nés sugerimos que 0 mecanismo
envolvida na morte celular € dependente da intensidade da concentracdo de LAAOBmar com
provavel correlagdo da producdo de H,0O, Esses dados fisiolgicos corroboram com as
andlises ultraestruturais.

De acordo com Deolindo e colaboradores (2010), o H,O, pode levar a alteracdes na
funcdo da mitocondrial do parasita através da producdo de espécies reativas de oxigénio.
Nossos achados sdo similares aos estudos com outras LAAOSVs (Deolindo et al., 2010;
Sant’ana ef al., 2008).

As alteracdes morfoldgicas e fisiologicas aqui observados, como a perda da
integridade da membrana e da ruptura do potencial de membrana mitocondrial do parasita,
sugere fortemente que a LAAOBmar induz morte celular por necrose e sao consistentes com
0s nossos resultados ultraestruturais.

Em levedura, bem como em células de mamifero, esta susceptibilidade proeminente
das mitocondrias, pode ser, em parte, explicado pelo fato de que o DNA mitocondrial é muito
mais sensivel a danos causados pelo estresse oxidativo que o DNA nuclear, devido a
capacidade limitada destas anteriores em organelas reparar danos DNA. Se este principio
também € aplicdvel aos tripanossomatideos, esta afirmagao assume particular relevancia, uma
vez que estes parasitas sdo fortemente dependentes do seu tnico metabolismo mitocondria
(Fidalgo e Gilles, 2011).

Por fim, nossos achados indicam que a L-aminodcido oxidase do veneno da Bothrops
marajoensis mostrou efeitos em formas epimastigotas e tripomastigotas de T.cruzi, dessa

forma, a LAAOBmar demonstra potencial como modelo de moléculas tripanocida.
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7 CONCLUSOES

» A LAAOBmar mostrou significante efeito citotéxico sobre as formas
epimastigotas e tripomastigotas de T.cruzi, cepa Y, sendo esta ultima mais
suscetivel ao tratamento.

» A enzima LAAOBmar apresentou maior seletividade para o tripomastigota que as
células mamiferas estudas.

» A acdo tripanocida observada no presente trabalho € parcialmente dependente da
producdo de perdxido de hidrogénio.

» Sugerimos que a LAAOBmar induz injtrias morfoldgicas e fisioldgicas ao parasita
levando a um colapso no potencial mitocondrial, ocasionando aumento da
autofagia e morte celular por necrose.

» Portanto, a LAAOBmar se destaca como importante molécula bioativa contra os

parasitas do 7. cruzi.
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