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RESUMO

A doenca de Chagas constitui um importante problema de saude publica, e os
farmacos disponiveis para tratamento apresentam eficacia limitada e efeitos
colaterais importantes. Assim, h4 necessidade de novas estratégias terapéuticas
eficazes e seguras. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
tripanocida do (-)-a-bisabolol (BIS) sobre as formas evolutivas de Trypanosoma cruzi
e investigar sua seletividade e mecanismo de ac&do. A citotoxicidade de BIS foi
avaliada em células LLC-MK2 pelo método do MTT. BIS causou efeito citotdxico nas
duas maiores concentracdes testadas, com CCso = 528 + 34 yuM. Foi investigado o
efeito de BIS sobre epimastigotas, que demonstrou efeito progressivo e dependente
de tempo e concentracdo, com ICs¢/24h = 285 + 20 uM; ICs0/48h = 144,7 + 8,6 UM;
ICso/72h = 97,33 £ 3,25 uM; e 1C50/96h = 59,8 + 4,5 pM. Em tripomastigotas, BIS
causou efeito em todas as concentragdes, com LCso = 20 £ 3,84 pM. A partir dos
valores de CCsg e LCso obtidos, foi estimado indice de seletividade de 26,5. BIS
também apresentou efeito antiamastigota, com reducdo do percentual de células
infectadas, da contagem média de amastigotas/células infectadas e do indice se
sobrevivéncia. Além disso, foi observado efeito antiparasitario em pequenos
periodos de tempo, através do ensaio de recuperacdo de crescimento. Por citometria
de fluxo, foram observadas alteracdes sugestivas de morte celular por apoptose,
com aumento das espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas e reducdo do
potencial transmembranico mitocondrial. Adicionalmente, foi observado hipertrofia de
reservossomos de forma tardia. Por microscopia eletrénica de varredura, foram
observadas algumas alteracfes ultraestruturais, como alteracdo no formato tipico e
aparecimento de poros. Finalmente, foi avaliado o potencial de inibicdo da enzima
tcGAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de T. cruzi). O estudo de docking
demonstrou possivel interacdo entre BIS e o sitio catalitico de tcGAPDH. A
confirmacéo foi realizada por ensaio colorimétrico. Em conclusdo, o (-)-a-bisabolol
apresenta efeito antiparasitario sobre as formas evolutivas de T. cruzi, com possivel
inducéo de apoptose e stress oxidativo. Além disso, a inibicdo da enzima tcGAPDH

parece estar associada ao efeito biolégico encontrado.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; doenca de Chagas; (-)-a-bisabolol; apoptose;
GAPDH.



ABSTRACT

TRYPANOCIDAL EFFECT OF (-)-ALPHA-BISABOLOL OVER Trypanosoma cruzi
STRAIN'Y

Chagas disease is a major public health problem, and the drugs available possess
limited efficacy and great toxicity. In this way, there is a pungent need of new drugs.
The aim of this work was to evaluate the trypanocidal effect of (-)-a-bisabolol (BIS)
over the life forms of Trypanosoma cruzi and investigate its selectivity and
mechanism of action. BIS cytotoxicity over mammalian cells was evaluated over LLC-
MK2 cells, using MTT assay. BIS caused cytotoxic effect only at 1000 and 500 uM,
with CCso = 528 £ 34 uM. Then the antiparasitic effect was investigated over
epimastigote, which demonstrated a progressive and time- and concentration-
dependent effect, with 1Cs0/24h = 285 * 20 puM; I1C50/48h = 144.7 + 8.6 UM; 1Cs0/72h =
97.33 = 3.25 uM; e 1C5/96h = 59.8 + 4.5 pM. Over trypomastigotes, BIS caused
effect at all tested concentrations, with LCsp = 20 + 3.84 puM. Using CCsp and LCsg
values, selectivity index was estimated at 26.5. BIS also presented antiamastigote
activity, with decrease on the percentage of infected cells, the number of amastigotes
per infected cells and survival index. Besides, BIS caused its effects even when
incubated by few time periods, as shown by growth recovery experiments. By flow
cytometry, it was demonstrated that BIS trypanocidal effect was associated with
apoptosis induction, increase on reactive oxygen species and loss of mitochondrial
transmembrane potential. Also, swelling of reservosomes was present al late stages.
Scanning electronic microscopy evaluation showed parasites with loss of typical
format and with membrane pores. Finally, the interaction of BIS with tcGAPDH
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from T. cruzi) was evaluated by both
theoretical and experimental methods. Docking simulation demonstrated possible
interaction between tcGAPDH and BIS, which it was confirmed by enzymatic assay.
In conclusion, it was demonstrated that BIS possess antiparasitic effect over
Trypanosoma cruzi strain Y life forms, with possible induction of apoptosis and
oxidative stress. Also, inhibition on tcGAPDH appears to be associated with this

effect.

Key words: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; (-)-alpha-bisabolol; apoptosis;
tcGAPDH.
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Tabela 12 — Atividade enzimatica de tcGAPDH apds tratamento com (-)-a- 108
bisabolol.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico e epidemiologia da doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) foi inicialmente descrita em 1909, pelo médico
mineiro e pesquisador da FIOCRUZ (Fundagdo Oswaldo Cruz) Carlos Chagas, ao
observar no municipio de Lassence, em Minas Gerais, presenca abundante de
barbeiros nas casas de pau-a-pique tipicas da regido. Nesses insetos, Carlos
Chagas identificou um protozoario desconhecido, denominando-o Trypanosoma
cruzi em homenagem a Oswaldo Cruz. Dessa forma, esse pesquisador descobriu e
identificou ndo somente o parasito, mas também seu vetor, além de caracterizar a
apresentacao clinica da doenca (MALAFAIA; RODRIGUES, 2010), sendo esse feito

conhecido como “a tripla descoberta de Chagas”.

Apesar da data de seu descobrimento, existem registros que datam de
quase 10 milhdes de anos, demonstrando a presenca de vetores da DC em
ambientes habitados pelo homem ou por outros mamiferos. Além disso, foi
identificado DNA (acido desoxirribonucleico) proveniente de Trypanosoma cruzi em
mumias encontradas no Chile e Peru, com aproximadamente 9 milhdes de anos de
idade (WHO, 2017a).

Acredita-se que as atividades agricolas e a domesticacdo de animais
tenham sido fatores importantes na aproximacdo entre 0 homem e 0s vetores,
facilitando a infeccdo acidental. Com a invasdo do homem no ecossistema e o
desmatamento, houve uma migracdo e adaptacdo dos vetores ao ambiente
peridomiciliar, aumentando o contato desses insetos com o homem. Dessa forma, a

DC deixou de ser uma doenca caracteristica somente da zona rural (COURA, 2007).

Segundo a OMS, estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas
com Trypanosoma cruzi no mundo. Em especial, a populacdo da América Latina
representa 0 maior percentual de individuos contaminados, com 21 paises
endémicos: Argentina, Belize, Bolivia, Venezuela, Brasil, Chile, Coldmbia, Costa
Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras,
México, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Suriname e Uruguai. Nesses paises, a
doenca configura um dos problemas de salude mais criticos, responsaveis por altos
niveis de mortalidade (WHO, 2017b). A DC é considerada uma das 13 doencas
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negligenciadas do mundo, as quais prejudicam o desenvolvimento socioecondmico
das populacbes pobres (RASSI; MARIN-NETO, 2010). A figura 1 demonstra a

distribuicdo mundial da DC.

Figura 1 — Distribuicdo mundial de casos de infeccdo por Trypanosoma cruzi nos
anos de 2006 a 2009.

Distribuigcao de casos de infecgao por Trypanosoma cruzi, baseada em estimativas e
status de transmissao vetorial no mundo, 2006-2009.
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Fonte: WHO, 2009.

Entretanto, a migracao de pessoas das regides endémicas tem provocado o
aparecimento de casos da DC em regides nao-endémicas (GASCON; BERN;
PINAZO, 2010). Alguns casos da doenca tem sido identificados na América do
Norte, Europa e Japao (SCHMUNIS; YADON, 2010). Dente esses locais, os Estados
Unidos representam o0 maior numero de casos, devido ao grande numero de
imigrantes de origem latina, como Bolivia, Brasil e México (ORTI-LUCAS et al.,
2014).
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No Brasil, foi realizado em 2015 o Il Consenso Brasileiro de Doenca de
Chagas, apresentando dados epidemiolégicos importantes sobre a doenca. A
América Latina contou em 2010 com 3.581.423 casos de DC, referente a 62,4% dos
casos mundiais. Dentro desse grupo, o Brasil aparece em segundo lugar, com
1.156.821 de casos, perdendo apenas para a Argentina, com 1.505.235 de doentes
(DIAS et al., 2016). Ainda segundo esse consenso, varios fatores contribuem para a
disseminacédo da doenca, como a dificuldade de acesso das populacdes rurais aos
servicos de saude, a degradacdo do meio ambiente, a precariedade das condi¢des
sanitaria e de moradia das regides afetadas e a migragdo humana descontrolada.

No Brasil, os casos de DC aguda confirmados foram monitorados e
publicados pelo Ministério da Saude. De 2000 a 2013, foram notificados 1570 novos
casos da doenca. Desse grupo, a regido Norte aparece em primeiro lugar, com
91,1% dos casos, seguida da regido Nordeste (4,6%), Sudeste (0,8%), Sul (1,8%) e
Centro-Oeste (1,7%) (BRASIL, 2015). E importante ainda ressaltar que, em muitos
casos, a doenca nédo € identificada na fase aguda e s6 sera diagnosticada apos o
desenvolvimento das complicacdes crbnicas. Além disso, deve-se levar em
consideracdo a subnotificacdo, significando que o numero real de casos deva ser
bem maior do que o apontado nos boletins epidemiolégicos (CORREA et al., 2014).

Apesar das estratégias de controle e tratamento da DC desempenhadas no
Brasil, os niveis de mortalidade permanecem altos, principalmente na terceira idade.
Em 2014, foi publicado estudo apresentando dados sobre mortalidade da doenca,
onde foi observado valores maiores para individuos do sexo masculino e com mais
de 60 anos. Nesse estudo, foi observada maior mortalidade na regido Centro-Oeste,
com 182,2 6bitos para cada 100.000 habitantes (CORREA et al., 2014).

1.2 Vias de transmissédo da doenca de Chagas

1.2.1. Transmissao vetorial

A transmisséo vetorial da doenca de Chagas é a forma mais classica de
contagio, sendo o homem um hospedeiro acidental. Por essa via, o T. cruzi é
transmitido por triatomineos, insetos hemipteros da familia Reduviidae. Os

hemipteros podem ser divididos em 3 grupos, de acordo com seus habitos
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nutricionais: fitéfagos, predadores e hematdfagos. Apenas os insetos hematéfagos
estdo associados a doenca de Chagas (SHERLOCK, 2000). A diferenciacao entre
eles é realizada por avaliacdo morfologica do aparelho bucal, conforme esta descrito

na figura 2.

Figura 2 — Diferencas morfolégicas entre os triatomineos.

Legenda: (A) Inseto hematdfago, apresentanto aparelho bucal reto e que ndo ultrapassa o primeiro
par de patas; (B) predador, com aparelho bucal curvo e curto; e (C) fit6fago, com aparelho bucal reto

e que ultrapassa o primeiro par de patas.

Fonte: Adaptado de http://www.cpqrr.fiocruz.br/laboratorios/lab_triato/Triatomineos Figural.html.

Os triatomineos medem entre 1,6 e 44 mm na fase adulta, com fémeas
geralmente maiores do que machos. Possuem cabeca coniforme e corpo com
coloracdo variada, do negro ao palha-claro, apresentando manchas e desenhos em
sua superficie (JURBERG et al., 2014). Embora todas as espécies de triatomineos
sejam potencialmente vetoras de T. cruzi, trés géneros constituem os de maior
importancia médica: Triatoma sp., Panstrongylus sp. e Rhodnius sp. (BRASIL, 2015)
Macroscopicamente, pode ser realizada a diferenciacao entre esses trés géneros, a
partir das diferencgas na localizagéo de suas antenas (figura 3).

No Brasil, os triatomineos recebem alguns nomes populares, como barbeiro,
bicho-de-parede, bicudo, borrachudo, cafote, chupa-pinto, chupanca, chupéo, fincao,
furdo, percevejo, percevejo de cama, percevejo-do-sertdo, percevejao, piolho da
piacava, procotd, vum-vum e tampa-de-alforje (SHERLOCK, 2000). As espécies de
maior importancia clinica no pais sao Triatoma infestans, T. sordida, T. brasiliensis e

Panstrongylus megistus (figura 4).
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Figura 3 — Diferenciagdo morfolégica entre os insetos dos géneros Triatoma sp.,
Panstrongylus sp. e Rhodnius sp.

Legenda: (A) Género Triatoma sp., com antenas inseridas entre a extremidade e os olhos; (B) género
Rhodnius sp., com insercdo das antenas na extremidade da cabeca; e (C) género Panstrongylus sp.,

com insercéo das antenas bem proxima aos olhos.

Fonte: SHERLOCK (2000).

Figura 4 — Principais vetores da doenca de Chagas no Brasil.
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Triatoma infestans Triatoma brasiliensis Triatoma sordida Panstrongylus megistus

Fonte: Adaptado de JURBERG et al. (2014).

A transmissao vetorial da DC acontece durante o repasto sanguineo,
periodo em que o inseto defeca sobre a pele do individuo. Dessa forma, ao cocar o
local da picada, o individuo se infecta com as formas de T. cruzi, que chegam a

corrente sanguinea. Essa via de transmissdo estd comumente associada ao
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ambiente rural, bem como as residéncias de madeira e barro. Originalmente, o
Triatoma infestans era o principal vetor. Entretanto, na década de 40 e 50 houve um
intenso programa de erradicacdo desse inseto, bem como de melhorias domiciliares.
Isso provocou uma drastica reducdo na densidade populacional dessa espécie de

barbeiro.

1.2.2. Transmissao oral

A transmissao oral da DC tem emergido como uma causa importante de
novos casos. Varios autores tém descrito e tentado explicar o aparecimento desses
casos. Em geral, esta associado ao consumo de alimentos provenientes de areas
endémicas, contaminados com barbeiros ou suas fezes (DIAS; AMATO NETO;
LUNA, 2011). Esse tipo de contaminacdo esta associado a surtos da doenca em

regides especificas, provocando uma forma clinica bastante agressiva da doenca.

Nos ultimos anos, tem sido observado varios surtos de doenca de Chagas
aguda causada por contaminacdo de alimentos no Brasil. Conforme mostrado na
tabela 1, essa via de transmissao tem sido emergente nas Ultimas duas décadas.
Esse fato estd associado a alguns fatores, como as mudancas de hébitos
nutricionais da populacdo, com a popularizacdo de alimentos como o acai e 0
cupuacu (FILIGHEDDU; GORGOLAS; RAMOS, 2017).

Tabela 1 — Distribuicdo dos casos de doenca de Chagas aguda no Brasil pela forma

de transmisséao, no periodo de 2000 a 2013.

Ano de notificagdo

)
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 ot ’
Oral 31 18 64 47 51 27 106 92 68 169 68 117 127 96 1081 68,9
Ignorada 10 6 11 8 9 3 8 59 24 34 36 61 49 54 372 23,7
Vetorial - - 1 1 1 - 4 4 11 16 25 10 8 20 100 6,4
Outras - - - - - - - - 1 1 1 1 3 4 11 0,7
Vertical - - - - - - - - - - 1 1 1 2 6 0,4
Total 41 24 75 56 61 30 118 156 104 220 131 190 188 176 1570  100,0

Fonte: BRASIL (2015).
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1.2.3. Outras vias de transmissao

Vias de transmissdo de menor frequéncia incluem: a transmissao vertical,
transfusional e acidental. A transmissao vertical acontece de forma transplacentéria
e acontece em 2 a 8% das gestantes infectadas com T. cruzi (KOLLIKER-FRERS et
al., 2016). Dessa forma, passa a ser uma fonte importante de novos casos da
doenca, mesmo que as formas classicas de transmissdo sejam controladas
(RAIMUNDO; MASSAD; YANG, 2010).

A transmissao transfusional, assim como a causada por transplante de
orgaos, deve ser controlada de forma rigida pelos 6rgaos responsaveis pela triagem
de sangue, hemoderivados e 6rgaos. Segundo Wendel (2010), a transmissédo de DC
por transplantes sanguineos corre o risco de ser negligenciada, uma vez que a
maioria dos recursos e esforcos tem sido direcionada ao controle de outras

patologias transmissiveis por transfusdo, como o HIV e as hepatites virais.

De forma acidental, estdo expostos profissionais de saude, bem como
pesquisadores e outros profissionais que estejam em contato com o T. cruzi ou seus
vetores. E importante que esses individuos sejam triados regularmente para avaliar
seu nivel de exposicao. Além disso, deve estar disponivel tratamento farmacoldgico
adequado em caso da ocorréncia de acidentes (COURA; VINAS; JUNQUEIRA,
2014).

1.3 Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado do subfilo Mastigophora,
ordem Kinetoplastidea e familia Trypanosomatidae. Possui um ciclo de vida que
passa por dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado (COSTA et al., 2011).
Apresenta varios estagios de desenvolvimento, com 3 formas de vida principais: as
formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas (figura 5). A diferenciagao
morfologica é realizada de acordo com formato, local de onde o flagelo e membrana
ondulante emergem e posicdo do cinetoplasto (onde se encontra o DNA

mitocondrial) em relacdo ao ndcleo da célula.
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As formas epimastigotas possuem formato alongado, com cinetoplasto
localizado anterior ao nucleo e membrana ondulante pouco desenvolvida. Sao
encontradas no intestino dos triatomineos, sendo as formas replicativas nesses
hospedeiros. Os tripomastigotas sao encontrados no intestino inferior dos
triatomineos, bem como nas suas fezes e na corrente sanguinea dos hospedeiros
vertebrados. Sdo formas nado-replicativas, com formato alongado, cinetoplasto na
sua extremidade posterior e flagelo longo com membrana ondulante. Por fim, as
formas amastigotas s&o formas replicativas intracelulares encontradas nos
hospedeiros vertebrados, apresentando formato esférico e auséncia de flagelo
exterior (SOUZA, 2009).

Figura 5 — Principais formas evolutivas de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Schuester; Sullivan (2002) apud PEREIRA (2015).

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi que estd apresentado de forma
resumida na figura 6. O processo inicia com o repasto sanguineo do triatomineo
infectado, quando formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi sdo depositadas
na pele ou mucosa do individuo durante a defecacdo do inseto. Essas formas séo
altamente infectantes, capazes potencialmente de infectar quase qualquer tipo de
célula de mamifero. Para isso, entram em contato com a membrana das células,
induzindo um processo de formacdo de pseudopodos ou de uma depressao na
superficie da membrana plasmatica, causando internalizacdo do parasito em um

vacuolo, chamado vacuolo parasitéforo (SOUZA, 2000).
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Em seguida, os lisossomos da célula hospedeira se fundem ao vacuolo
parasitéforo, liberando suas enzimas. A partir dai, as formas tripomastigotas vao se
diferenciando em amastigotas, enquanto o vacuolo se desfaz. As formas
amastigotas ficam entdo em contato direto com o citoplasma celular, onde se
reproduzem por mitose (BERN, 2015). Apés ampla multiplicacdo, os amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas, causando rompimento da célula e liberagdo de T.

cruzi para o tecido intersticial e, por fim, para o sangue (Figura 7).

Figura 6 — Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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Legenda: EPI: epimastigotas; TRIPO: tripomastigotas; AMAST: amastigotas.

Fonte: BERN (2011) apud PEREIRA (2015).

Ao picar um individuo infectado, os triatomineos se infectam com as formas
tripomastigotas. No estdmago do barbeiro, os parasitos se diferenciam gradualmente
em formas arredondadas, chamadas de esferomastigotas. Essas formas evoluem

para as formas epimastigotas e chegam ao intestino médio, onde se multiplicam.
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Esse processo acontece cerca de 25 horas apés o repasto sanguineo. No intestino
inferior, as formas epimastigotas sdo mais uma vez diferenciadas, sendo chamadas
de tripomastigotas metaciclicos. Os parasitos sdo excretados na superficie de um
vertebrado durante o repasto sanguineo do triatomineo, reiniciando o ciclo (figura 8)
(PORTO-CARREIRO et al., 2000).

Figura 7 — Interag&o do Trypanosoma cruzi com células hospedeiras.
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Legenda: (A) Aproximagdo da forma tripomastigotas de T. cruzi na membrana plasmética da célula
hospedeira; (B) formacdo de pseudodpodos; (C) formacdo de depressdo na superficie da célula
hospedeira; (D) formagéo do vacuolo parasitoforo e fusdo com lisossomos das células hospedeiras;
(E) alteracé@o do formato de T. cruzi e degradacao do vacuolo; (F) liberagdo da forma amastigota no
citoplasma celular; (G, H e 1) multiplicagdo das formas amastigotas e diferenciagdo em

tripomastigotas no citoplasma da célula hospedeira; e (J) lise celular e liberacdo de tripomastigotas.

Fonte: SOUZA (2000).
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Figura 8 — Interacédo do Trypanosoma cruzi com seus hospedeiros invertebrados.
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Legenda: Representacdo esquematica da evolucdo morfolégica de Trypanosoma

cruzi em seu

hospedeiro invertebrado. As formas tripomastigotas (1) ingeridas junto com o sangue do hospedeiro

se diferenciam em esferomastigotas (2) e, em seguida, em epimastigotas (3). Apds multiplicagdo, os

parasitos chegam ao intestino inferior, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos,

disponiveis para infectar um hospedeiro vertebrado.

Fonte: SOUZA (2000).
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1.4 Biologia celular de Trypanosoma cruzi

Por métodos de analise do conteudo intracelular, foi observada a presenca
de diversas organelas e estruturas nas formas evolutivas de T. cruzi, que estédo
expressas na figura 9. Algumas dessas organelas s&o encontradas em outros
organismos, enquanto outras sdo exclusivas dos tripanossomatideos, exercendo

funcdes essenciais em sua sobrevivéncia e interacdo com hospedeiros.

Figura 9 — Localizacdo das organelas e estruturas celulares nas formas evolutivas

de Trypanosoma cruzi.
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Legenda: (A) epimastigotas; (B) tripomastigotas; e (C) amastigotas.

Fonte: TEIXEIRA et al. (2012).
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1.4.1. Membrana plasmatica

A membrana de T. cruzi exerce papel importante na interacdo do parasito
com seus hospedeiros. E constituida de dupla camada fosfolipidica com inserc¢éo de
proteinas com funcdes variadas (SOUZA, 2009). Além disso, apresenta glicocalix,
composto de glicolipideos, glicoproteinas e lipopeptideos. As formas tripomastigotas
possuem glicocalix trés vezes mais espesso do que os epimastigotas (MARTINS et
al., 2012).

1.4.2. Flagelo e bolso flagelar

O flagelo estd presente nas trés formas evolutivas, com morfologia
diferenciada. Assim como em outras células, o flagelo possui funcdo de permitir a
mobilidade dos parasitos (BUISSON; BASTIN, 2008). Associada ao flagelo existe
uma estrutura chamada de bolso flagelar, especializada para permitir a exocitose e
endocitose. Apesar de ocupar area correspondente a apenas 5% da area de
superficie dessas células, os tripanossomatideos possuem capacidade de
endocitose e exocitose superior ao das células de organismos superiores (MCKEAN;
GULL, 2008).

1.4.3. Mitocbndria e cinetoplasto

Os tripanossomatideos possuem como caracteristica peculiar a presenca de
apenas uma mitocondria, com cristas e paredes irregulares, distribuida de forma
alongada em toda a célula. Estd presente em todas as formas evolutivas, com
variacdo na organizacdo estrutural e na composicdo a nivel molecular (SOUSA,
2010). Assim como em outras células, a mitocondria é essencial para a producéo de
energia, bem como para a detoxificagdo de moléculas oxidantes produzidas durante
0 metabolismo do parasito.

O DNA mitocondrial representa 30% do conteddo total e esta organizado
nesses organismos em uma estrutura especifica, chamada de cinetoplasto. Essa
estrutura se localiza proxima ao ndcleo e possui formato alongado nas formas
epimastigotas e amastigotas, e organizacdo em filamentos nas formas
tripomastigotas (SOUZA, 2009).
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1.4.4. Reservossomos

Os reservossomos sao organelas semelhantes aos lisossomos, com pH
acidico e grande quantidade de hidrolases. Representam o compartimento final de
armazenamento de substancias por endocitose em epimastigotas de T. cruzi e sédo
ricas em cruzipaina, uma protease importante desse parasito (CUNHA-E-SILVA et
al.,, 2006). Em tripomastigotas e amastigotas, 0S reservossomos perdem a
capacidade de armazenamento de substancias, e sdo importantes principalmente
para endocitose e digestdo enzimatica de moléculas adquiridas do microambiente
(SOUZA, 2009).

1.45. Glicossomos e acidocalcissomos

Os glicossomos sao organelas onde os principais mecanismos glicoliticos
acontecem, devido a presenca de muitas enzimas envolvidas nesse processo. Sao
estruturas esféricas, envolvidas por membrana de espessura de aproximadamente 6

nm e uma densa matrix protéica (SOUZA, 2000).

Os acidocalcissomos, por sua vez, sdo estruturas arredondadas delimitadas
por uma unidade de membrana, contendo em seu interior um material eletrodenso.
Essa estrutura € decorrente da funcdo especializada dessas organelas de
armazenamento de célcio (ADADE; SOUTO-PADRON, 2010). Essas organelas
estdo presentes em maior quantidade nas formas amastigotas, uma vez que essa
forma evolutiva necessita sobreviver no citoplasma das células hospedeiras, um
ambiente em que a concentragdo basal de Ca™" ¢é bastante baixa (DOCAMPO et al.,
2013). Outras funcBes dessa organela sdo armazenamento de fésforo e magnésio,

controle do pH e regulagdo osmética (SOUZA, 2009).

1.4.6. Complexo de Golgi e Reticulo Endoplasmaético

A estrutura dessas organelas € bem semelhanta as encontradas nas células
de organismos superiores. O complexo de Golgi localiza-se préximo a bolsa flagelar
e ao cinetoplasto, e suas funcdes sao a glicosilacdo de proteinas e o controle do

influxo e efluxo de moléculas nas células de T. cruzi. J& o reticulo endoplasmatico
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esta distribuido em toda a extensdo da célula parasitaria e participa da sintese de

proteinas e lipideos intracelulares (MARTINS et al., 2012).

1.4.7. Ndcleo

A estrutura do ndcleo das formas evolutivas de T. cruzi € bastante
semelhante entre si. Apresenta membrana nuclear com poros e cromatina
condensada. Durante o processo de duplicacdo do DNA, a membrana nuclear
permanece intacta, mas o0 conteado interno sofre desorganizacdo, com
desaparecimento do nucéolo, alteracdo da estrutura de cromatina e surgimento de
microtibulos (DE LANA; MARTINS-FILHO, 2015).

15 Evolucéo clinica da doenca de Chagas

A doenca de Chagas possui duas fases clinicas distintas, definidas de
acordo com a evolucao clinica e o perfil laboratorial: fase aguda e fase crénica. Apos
a inoculacdo das formas tripomastigotas, os parasitos invadem leucécitos e células
do tecido subcutaneo, causando edema intersticial e infiltracdo leucocitaria. Os
parasitos chegam aos musculos e ganglios pelas vias sanguinea e linfatica (RASSI
JR.; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012).

Os pacientes nessa fase podem ser assintomaticos, mas podem
desenvolver sintomas inespecificos, como febre, mal-estar, hepatoesplenomegalia e
edema subcutaneo. Um sintoma caracteristico dessa fase é o aparecimento de
sinais caracteristicos no local da picada, como o chagoma de inoculacao e o sinal de
Romana (figura 10). Os sintomas da fase aguda aparecem cerca de 1 a 2 semanas
apos a infeccdo e duram 4 a 8 semanas (PEREIRA; NAVARRO, 2013). Em casos
raros, podem aparecer sintomas agudos graves, como miocardite e

meningoencefalite, com alta taxa de mortalidade (BERN, 2015).

Os pacientes ndo tratados entram na fase cronica indeterminada, com 70 a
80% assintomaticos, sem alteragbes no eletrocardiograma (ECG) e no raio-X de
es6fago e colon (CUNHA-FILHO et al.,, 2012). A maioria desses pacientes
permanece positiva para os testes soroldgicos de diagnoéstico. Os pacientes podem

permanecer nessa fase por varios anos, de forma que cerca de 60% dos pacientes
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com DC se encontram nessa fase (IANNI; MADY; PAULO, 1998). Por fim, 20 a 30%
dos individuos desenvolvem formas crénicas especificas, com alteracfes cardiacas,
digestivas ou mistas (BERN, 2015). Em geral, essas alteracdes aparecem 10 a 30

anos apos a infecgéo.

Figura 10 — Sinais caracteristicos da transmissao vetorial da doenca de Chagas.

Legenda: (A) Chagoma de inoculacéo; (B) sinal de romana.

Fonte: Adaptado de SANGENIS et al. (2015) e MELO e GRECO (2009).

7z

A doenca crbnica cardiaca é a manifestacdo clinica mais comum,
diagnosticada por alteracdbes no ECG e radiografia de torax. Essa forma é
caracterizada por dano miocéardico progressivo, causada pela fibrose incessante do
tecido cardiaco induzida por T. cruzi (CAROD-ARTAL; GASCON, 2010). Os
sintomas caracteristicos da cardiomiopatia chagasica sédo: fadiga ao esforco,
palpitacdes, dispneia ao esfor¢o, eventos arritmicos, sindromes tromboembdlicas e
angina. Ao exame de imagem, observa-se cardiomegalia e hipertrofia do tecido

miocardico.

Acredita-se ainda que muitos pacientes com alteracdes cardiacas sao

falsamente classificados como portadores da fase crénica indeterminada. Esses
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pacientes sdo assintométicos, mas apresentam alteracdes significativas quando
avaliados por métodos mais acurados, como ecocardiografia ou angiocardiografia
nuclear (MARIN-NETO; SIMOES; SARABANDA, 2000).

Em menor proporgéo, alguns pacientes cronicos desenvolvem complicagbes
digestivas. Esses pacientes apresentam hipertrofia do tecido digestivo e reducédo da
mobilidade do trato gastrintestinal (MARCHIORI, 2016). Essas alteracfes sao
causadas por destruicdo dos neurbnios do sistema nervoso entérico, responsaveis
pelo controle nervoso da peristalse (CORREA et al., 2014). Os principais sintomas
observados séo disfagia, regurgitacdo, dor esofagiana, pirose, solugos, tosse,
constipacdo intestinal, salivacdo excessiva e hipertrofia das glandulas salivares
(REZENDE; MOREIRA, 2000).

1.6 Diagnéstico clinico-laboratorial da doenca de Chagas

O diagnéstico da DC deve ser realizado em associagéo de sinais clinicos e
provas laboratoriais. Os dados clinicos mais importantes na triagem de paciente com
DC aguda incluem os sinais classicos de picada por barbeiro, como o chagoma de
inoculacdo e o sinal de Romand, associados ao aparecimento de sintomas da fase
aguda, como febre irregular, adenopatia, hepatoesplenomegalia, taquicardia e
edema (COSTA et al., 2011). Além disso, pacientes provenientes da regido rural sdo
considerados de risco, uma vez que estdo mais comumente em contato com 0sS
triatomineos. Em pacientes com suspeita de DC crbnica, consideram-se sinais
importantes as alteracdes no raio X de esdfago e cdélon, bem como no ECG
(PETHERICK, 2011).

Entretanto, em ambos o0s casos, o diagndstico laboratorial € indispensavel.
Sao usados testes laboratoriais distintos para diagnostico de pacientes na fase
aguda e crbnica. O diagnostico classico da fase aguda é realizado através da
observacéo direta do parasito no sangue do paciente, uma vez que essa fase é
caracterizada por alta parasitemia com a presenca de formas tripomastigotas
circulantes de 6 a 8 semanas apos a infecgdo (COSTA et al., 2017). Essa pesquisa é
realizada em amostra de sangue analisada diretamente em microscopio optico. Em
pacientes negativos, sugere-se repetir o exame diariamente, em 5 a 6 amostras
diarias, durante aproximadamente 5 dias (LUQUETTI; RASSI, 2000).
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Apesar de ser de fécil realizacdo, o método da observagéo direta apresenta
baixa sensibilidade, uma vez que muitos pacientes apresentam parasitemia pouco
evidente. Dessa forma, alguns métodos podem ser aplicados para melhorar o
desempenho desse método, como a centrifugacdo do sangue com anticoagulantes e
busca do parasita no creme leucocitario obtido. Outros métodos para diagndstico
dessa fase da doenca sdo chamados de métodos parasitologicos indiretos e incluem
o xenodiagnoéstico e a hemocultura (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA,
2003).

O xenodiagndstico € um método proposto por Brumpt em 1914 e consiste na
inducdo do contato de triatomineos nédo infectados com a pele do paciente durante
30 minutos (DIAS, 1940). Os animais sdo mantidos em laboratorio e suas fezes sao
analisadas 30 e 60 dias apds o repasto sanguineo para pesquisa de formas
tripomastigotas metaciclicas. Alternativamente, pode se realizar cultura das fezes do
triatomineo em meio de cultura especifico (LANA; TAFURI, 2004). Esse método
apresenta alta sensibilidade na fase aguda, mas € de realizacdo complexa e
incomoda para o paciente. E mais comumente usado em regides rurais endémicas
para a DC (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA, 2003).

A hemocultura é realizada utilizando concentrado de células, obtido apos
centrifugacdo do sangue total heparinizado. A separacdo das células e do plasma
deve ser realizada a 4°C e rapidamente apOs a coleta, para evitar inativacdo dos
parasitos por anticorpos plasméaticos (LUQUETTI; RASSI, 2000). As amostras
devem ser semeadas em multiplos tubos contendo meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
e incubadas a 28°C. Apo6s 45, 60, 90 e 120 dias de cultivo, as amostras sao
analisadas por microscopia para pesquisa do parasito. As amostras negativas até a
ultima coleta devem ser centrifugadas e o precipitado, novamente analisado para
confirmacédo (CASTRO et al., 2000).

Durante a fase cronica, a parasitemia regride drasticamente; portanto, a
pesquisa parasitoldgica direta ndo é um método adequado para diagnostico desses
pacientes. Podem ser realizados os métodos de xenodiagnostico e hemocultura,
mas os testes de eleicdo constituem métodos soroldgicos, buscando anticorpos anti-
T. cruzi no soro dos pacientes. Os principais meétodos aplicados para esse

diagnostico sdo a hemaglutinagéo indireta, a imunofluorescéncia indireta e o ELISA
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(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) indireto (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-
YASUDA, 2003).

A hemaglutinacéo indireta é um teste amplamente utilizado desde 1962. E
de facil e rapida realizacdo e interpretagdo. Além disso, dispensa o uso de
equipamentos especiais. Para realizacdo desse teste, mistura-se a amostra do
paciente em diferentes diluicbes com hemacias sensibilizadas com antigenos
especificos de T. cruzi em microplaca. Apos incubacéo de 1 a 2 horas, a leitura €
realizada, onde amostras negativas formam precipitacdo puntiforme das hemacias,
enquanto amostras positivas apresentam precipitacdo em forma de “tapete’,
ocupando area maior do que 50% do fundo da placa (figura 11). Dessa forma, o
resultado € expresso de forma semi-quantitativa, apresentando o titulo de anticorpos

presentes na amostra (NETO et al., 2005).

Figura 11 — Leitura e interpretacdo da hemaglutinacdo indireta para diagndstico

sorologico da doenca de Chagas.
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Fonte: LUQUETTI et al. (1998).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta é baseada na ligacdo de formas
epimastigotas de T. cruzi com anticorpos especificos presentes no soro de pacientes
(figura 12). Para isso, uma lamina contendo células de T. cruzi aderidas a sua

superficie é incubada com a amostra diluida do paciente. Em seguida, a lamina é
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lavada e incubada com anticorpo anti-imunoglobulina conjugado com FITC
(isotiocianato de fluoresceina). Apds mais uma lavagem, a leitura é realizada em
microscopio de fluorescéncia, onde parasitos emitindo fluorescéncia verde indicam
presenca de FITC e, consequentemente, ligagdo de anticorpos do paciente. Assim
como na hemaglutinacéo indireta, pode-se obter a titulagdo de anticorpos a partir
desse método (LUQUETTI et al., 1998).

Figura 12 — Representacdo esquemética da reacdo de imunofluorescéncia indireta.

anticorpo —p
/" conj JgadO/ \
| i.,\* ~ \\*\ 3 ¢ '
antigeno /4 . W //\\
. '/i/ N o A
A PN RN PN
| L L L
1 f PA

Fonte: LUQUETTI et al. (1998).

O ELISA é uma técnica amplamente utilizada na pesquisa de antigenos e
anticorpos especificos para varias doencas infecciosas. No contexto da DC, o
método é utilizado para determinacdo quantitativa de anticorpos anti-T. cruzi. Para
tal, placas sensibilizadas com antigenos do parasito sdo incubadas com a amostra
do paciente, contendo os anticorpos. Apds incubacéo, as placas sédo lavadas e
incubadas com um anticorpo secundario, conjugado a uma enzima (peroxidase ou
fosfatase alcalina). Por fim, a reacdo é mais uma vez lavada e revelada através da
adicdo de substrato para acdo da enzima. A intensidade de produto colorido
produzido pode ser lida por espectofotometria e é diretamente proporcional a
concentracdo de anticorpos na amostra do paciente (LUQUETTI; RASSI, 2000;
NAVARRO et al., 2017).

Além disso, os métodos de biologia molecular possuem alta sensibilidade e

podem ser utilizados para o diagnéstico de todas as fases da doencga, bem como
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para identificacdo de triatomineos infectados. Para isso, € realizado reagdo de
polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction, PCR) para amplificacdo de
fragmentos de DNA do cinetoplasto (kDNA) ou nuclear (hDNA) (VASOO; PRITT,
2013). Uma aplicagdo importante para a utilizacdo desse tipo de teste € o
diagnostico de pacientes imunossuprimidos, em que a reducdo da producdo
endogena de anticorpos compromete o desempenho analitico dos testes sorologicos
(DO BRASIL; CASTRO; DE CASTRO, 2016; LATTES; LASALA, 2014).

1.7 Tratamento farmacoldgico da doenca de Chagas

Mesmo décadas apoOs a descricdo da doenca de Chagas, varios aspectos
relacionados ao tratamento ainda sdo considerados complexos. O tratamento é
eficaz logo apés a infeccdo no inicio da fase aguda, porém, uma vez que a doenca
tenha progredido para forma cronica (indeterminada ou determinada), nenhum
medicamento apresenta efetividade satisfatoria (BERN, 2015; RASSI; MARIN-
NETO, 2010)

As opcdes terapéuticas disponiveis atualmente foram desenvolvidas ha mais
de 50 anos, a exemplo do Nifurtimox (NFX), produzido em 1967. Esse farmaco foi o
primeiro a ser usado para o tratamento da forma aguda da doenca de Chagas. O
Benzonidazol, por sua vez, foi introduzido na terapéutica em 1972 (CUNHA-FILHO
et al., 2012). O Nifurtimox deixou de ser adotado como tratamento no Brasil, devido
sua alta toxicidade (CANCADO, 2002). Dessa forma, o Benzonidazol € o tratamento
indicado pelo Ministério da Saude; todavia possui eficacia limitada e também
desencadeia muitos efeitos adversos (CANCADO, 2002; PEREZ-MOLINA et al.,
2009). A estrutura quimica do benzonidazol e do nifurtimox esta apresentada na

figura 13.

O benzonidazol (N-benzil-2nitro-1- imidazolacetaminda) (BZ) € um composto
nitroheterociclico que foi desenvolvido pelo laboratério Roche® sob o nome
comercial de Rochagan®. Em 2003, a patente desse farmaco foi transferida para o
Brasil, que produz esse medicamento para distribuicio pelo Sistema Unico de Satde
(SUS) no Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) (OLIVEIRA et al.,
2008).
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Figura 13 — Estrutura quimica do nifurtimox e do benzonidazol.
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Fonte: OLIVEIRA et al. (2008).

O BZ esta disponivel em comprimidos contendo 100 mg de farmaco. Seu
esquema terapéutico consiste na dose de 5 a 7,5 mg/Kg/dia, dividida em 2 ou 3
administracdes diarias, durante 30 a 60 dias (CUNHA-FILHO et al., 2012). Apos
administrado por via oral, é rapidamente absorvido e, em 3 a 4 horas, atinge pico de
concentracdo plasmética entre 2,2 e 2,8 pg/mL. Apresenta distribuicdo rapida e
uniforme, com volume de distribuicdo de 0,56 L/Kg. Possui t¥2 (tempo de meia-vida)
de eliminacdo de 12 horas, com 40% de ligacdo as proteinas plasmaticas. 2/3 do
farmaco e seus metabdlitos sédo eliminados por via renal, em quanto o restante, por
via fecal (DAVANCO, 2015).

Apesar de ndo ser completamente esclarecido, sabe-se que o0 BZ é um pro6-
farmaco que age por meio da formacéao de radicais livres e metabdlitos nucleofilicos.
Para isso, 0 seu grupo nitro é reduzido pelo NADPH-citocromo P-450 redutase,
produzindo um radical anion nitro intermediario. O metabdlito ativo de BZ age
causando stress redutivo, envolvendo reacdo de intermediarios nitroreduzidos com
macromoléculas parasitarias. Além disso, tem sido demonstrado que BZ causa efeito
no ambiente extra e intracelular, sendo capaz de matar formas tripomastigotas e
amastigotas (OLIVEIRA et al., 2008).

Em pacientes na fase aguda da DC, o BZ apresenta eficacia de 75 a 95%
apos alguns meses, verificado a partir da negativacdo do xenodiangostico.
Entretanto, esse farmaco ndo apresenta os mesmos resultados na fase cronica da
doenca, conforme descrito por diversos autores (CHATELAIN, 2015; OLIVEIRA et
al., 2008; PEREZ-MOLINA et al., 2009; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Nessa fase, o
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farmaco é usado com objetivo de prevenir o aparecimento de complicacdes

cardiacas, ndo sendo capaz de curar o0 paciente.

Além disso, o BZ apresenta efeitos toéxicos pronunciados, que diminuem a
adeséo ao tratamento e reduzem a qualidade de vida dos pacientes. Nas primeiras
semanas, os efeitos adversos mais comumente observados sao reacdes cutaneas,
dentre as quais podem ser citados dermatite atopica, eritematose, erupcoes
sensiveis a luz, purpura, febre, perda de peso e distarbios gastrointestinais. O
avancar do tratamento pode culminar em leucopenia, trombocitopenia e distlrbios
neurolégicos como degeneracdo neuronal e desmielinizacdo (ANTUNES et al.,
2016). A necessidade do emprego deste medicamento em esquemas posoldgicos
prolongados facilita o surgimento dessas reacfes (COURA; BORGES-PEREIRA,
2012; HASSLOCHER-MORENO et al., 2012).

A OMS define como requisitos para um bom quimioterapico: (a) cura
parasitolégica dos casos agudos e cronicos da infeccdo; (b) efetividade em uma
dose simples ou em poucas doses; (c) acessibilidade ao paciente, baixo custo e facil
obtencdo; (d) sem efeitos colaterais ou efeitos teratogénicos; (e) ndo ter a
necessidade de internacdo para o tratamento e (f) auséncia de resisténcia do agente
etioldgico (COURA; DE CASTRO, 2002). Dessa forma, o Benzonidazol ndo atende a
esses critérios, de forma que se faz necessario a pesquisa por novas alternativas

terapéuticas.

1.8 Novos alvos farmacolégicos na pesquisa de substancias tripanocidas

Os esforcos voltados ao desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos
tem sido historicamente limitados, com um pequeno numero de pesquisadores se
dedicando ao assunto e abordagens mal sucedidas. Dessa forma, poucas
substancias foram triadas para esse fim, tendo sido obtido opg¢des pouco
satisfatorias, com baixa eficacia e alta toxicidade, além de outras limitagfes. Nesse
grupo, estao inseridas as naftoquinonas, diamindinas, nitroimidazélicos e compostos
de ruténio (CHATELAIN, 2015).

Entretanto, nos ultimos anos, novas instituicoes tem se interessado pelo
assunto, impulsionando as pesquisas. Como resultado, dois estudos clinicos de

novos farmacos estdo em fase de desenvolvimento apds mais de 40 anos do
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desenvolvimento do benzonidazol (CHATELAIN, 2016). Esses eventos estimulam os
grupos de pesquisa a buscar estratégias inovadoras para auxiliar no tratamento da
DC.

Uma vez que o benzonidazol é considerado o principal farmaco ativo contra
a doenca, ele também é considerado farmaco referéncia. Dessa forma, substancias
candidatas devem possuir eficacia superior e toxicidade inferior ao BZ para serem
consideradas aptas (PAUCAR; MORENO-VIGURI, 2016).

As diferencas morfoldgicas e bioquimicas entre as células de T. cruzi e de
seus hospedeiros sdo utilizadas como base para a pesquisa e desenvolvimento de
novas moléculas tripanocidas seletivas. Nesse contexto, algumas rotas metabdlicas
especificas tem atraido atencdo dos pesquisadores e sido consideradas

promissoras.

1.8.1. Mecanismos de morte celular

Durante muitos anos, acreditou-se que a morte celular acontecia somente de
forma acidental, relacionada a processos lesivos e degenerativos e como resposta a
acdo de substancias ou microambientes toxicos. Esse processo, conhecido como
necrose, € descrito de acordo com alteracdes morfolodgicas caracteristicas, como
tumefacéo celular, agregacao de cromatina, desorganizacao citoplasmatica, lesédo de

membrana plasmatica e liberacéo do conteudo intracelular (KRYSKO et al., 2008).

Atualmente, sabe-se que a morte celular pode ser induzida por vias distintas,
apresentando caracteristicas morfologicas drasticamente diferentes. E reconhecido
ainda que acontece ndo somente em resposta a estimulos patolégicos, mas também
como parte da homeostase de um tecido ou populacdo de células (DOONAN;

COTTER, 2008). O conjunto desses processos €& denominado morte celular

programada.

Além disso, o perfil fenotipico de alteragfes observadas durante o processo
de morte depende de diversos fatores, como o tipo de célula e a natureza dos
estimulos envolvidos (TAN et al., 2014). Apesar de existirem diversos subtipos de
morte celular programada, a apoptose e a autofagia se destacam, por estarem

relacionadas tanto no processo de homeostase celular quanto no efeito citotoxico de
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substancias bioativas. A figura 14 demonstra a diferenca das manifestagbes

celulares observadas em células necréticas, apoptoticas e autofagicas.

Figura 14 — Diferencas entre o fenétipo de alteragBes observadas nos mecanismos

de morte celular por necrose, apoptose e autofagia.
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Fonte: Adaptado de TAN et al. (2014).

A apoptose € um mecanismo controlado de morte celular, caracterizado pela
auséncia de lise celular (ARCHANA; YOGESH; KUMARASWAMY, 2013). Durante
esse processo, um determinado estimulo fisiol6gico ou patolégico induz a ativacao
de uma cascata de reacdes, culminando diversas alteracbes funcionais e
morfolégicas, como: translocacdo de fosfatidilserina para o folheto externo da
membrana plasmatica; reducdo do volume celular; ativacdo de cisteino proteases
especificas, chamadas de caspases; alteracdo do potencial transmembréanico
mitocondrial; formacédo de estruturas bolhosas na membrana plasmética (processo
chamado de “blebbing”); e formacao de estruturas pequenas contendo o material
intracelular, conhecidas como corpos apoptoticos (DOONAN; COTTER, 2008;
KRYSKO et al., 2008; LOCKSHIN; ZAKERI, 2001).
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A apoptose pode ser induzida por duas vias principais, chamadas de via
intrinseca e via extrinseca. Na via intrinseca, estimulos como lesdo do DNA, stress
oxidativo e aumento da concentragdo citoplasmatica de célcio causam disfungéo
mitocondrial, com consequente liberacdo de citocromo c para o citoplasma. Por fim,
0 citocromo c induz a ativacdo de caspases, causando finalmente a morte celular
(JJANG et al., 2011). A via extrinseca, em contraste, é induzida por ligacdo de
substancias indutoras na membrana plasmatica, como o fator de necrose tumoral ou
substancias bioativas, causa alteracdo da conformacdo no dominio intracelular dos

receptores de membrana e ativacéo de caspases .

A autofagia, por sua vez, também é um processo de morte sem liberacéo de
conteudo interno. Entretanto, apresenta diferencas importantes em relacdo a
apoptose. Durante o processo, organelas e outros componentes celulares sao
internalizados em vacuolos, chamados de autofagossomos. Em seguida, os
autofagossomos se fundem aos lisossomos (ou em tripanossomatideos, aos
reservossomos), formando estruturas chamadas de autolisossomos. As enzimas
proteoliticas presentes nos lisossomos tem o papel de degradar o contetudo celular
para reciclagem de aminoéacidos e outras substancias (MENNA-BARRETO et al.,
2009).

1.8.2. Mecanismos antioxidantes

Durante sua passagem por diferentes hospedeiros e seu metabolismo
aerobico, sdo produzidos uma diversidade de mediadores oxidantes em T. cruzi.
Esses metabdlitos, quando em excesso, causam lesdo de organelas importantes e
consequente morte celular (IRIGOIN et al., 2008). Entretanto, o parasito possui
enzimas detoxificantes, que s&o importantes para a sua sobrevivéncia nos diversos

compartimentos bioldgicos em que se encontra em seu ciclo biolégico.

Um dos mecanismos detoxificantes mais importantes em T. cruzi envolve a
participacdo da tripanotiona [ N1,N8-bis(glutathionyl)spermidine], uma molécula ditiol
formada pela ligacdo covalente de duas moléculas de glutationa a uma molécula de
espermidina. Exerce papel central dos mecanismos antioxidantes em
tripanossomatideos, agindo como cofator na acéo de diversas enzimas antioxidantes

(PIACENZA et al., 2012), como demonstrado na figura 15. Dentre elas, destacam-se
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a tripanotiona redutase (TryR) e a triparedoxina, que tem sido consideradas alvos
importantes para o desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos (KHAN,
2007).

Figura 15 — Reacdes biologicas mediadas por tripanotiona.
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Legenda: A tripanotiona é mantida em sua forma reduzida [T(SH),] as custas de NADPH, em uma
reacdo catalisada pela enzima tripanotiona redutase (TryR). T(SH), realiza a reducéo de triparedoxina
(TXN), dehidroascorbato (dhAsc) em ascorbato (Asc) e glutationa dissulfeto (GSSG) em glutationa
reduzida (GSH). Dessa forma, participa do processo de sintese de deoxi-ribonucleotideos e da
decomposicao de peréxidos. T(SH), pode ainda interagir diretamente com vérios grupos eletrofilicos
de substancias, metabolizando farmacos, oxialdeidos e metais. Além disso, a tripanotiona pode reagir
com radicais livres (R*) em reagdes de eliminac&o ou reparo. Siglas adicionais: RR = ribonucleotideo
redutase; ROOH = hidroperoxidases; A = oxidante de um elétron; TXNPx = typaredoxin peroxidase;
GPx-l1 e GPx-Il = typaredoxin peroxidases glutationa peroxidase-like do tipo | e Il, respectivamente;

APx = peroxidase dependente de ascorbato.

Fonte: Adaptado de IRIGOIN et al. (2008).
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1.8.3. GAPDH e a via glicolitica de Trypanosoma cruzi

A degradacdo da glicose € a principal via de producdo de energia em
tripanossomatideos, sendo esse processo mediado por enzimas especificas. Em
comparagcdo a outros organismos, possuem baixa capacidade de utilizagcdo de
lipideos e proteinas como Fonte de energia (CHELESKI et al., 2011). Apesar de a
via glicolitica ser comum tanto aos parasitos quanto aos hospedeiros, a distancia
evolutiva entre hemoflagelados e humanos proporcionou que as enzimas

relacionadas a essa funcéo sejam estruturalmente pouco relacionadas.

Dessa forma, essa rota metabdlica pode constituir um mecanismo promissor
para novos farmacos antiparasitarios seletivos e tem sido estudado nos ultimos anos
(HARRIS; MITCHELL; MORRIS, 2014). Uma das enzimas consideradas mais
promissoras como alvo farmacoldégico nessa via metabdlica é a gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), que catalisa a fosforilagdo oxidativa de D-
gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 1,3-bifosfoglicerato na presenca de NAD+
(dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidada) e fosfato inorganico (Pi) (figura
16). Estd presente no glicossoma dos parasitos e, quando bloqueada, provoca
reducdo drastica da sintese de ATP, além do acumulo de mediadores oxidantes

toxicos para a célula (MAUGERI; CANNATA; CAZZULO, 2011).

Figura 16 — Reacdo enzimatica catalisada pela GAPDH.
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D-gliceraldeido-3-fosfato 3-fosfo-D-glicerol fosfato
(1,3-bifosfoglicerato)

Fonte: http://www.chem.uwec.edu/webpapers2005/mintermm/pages/GAPDH_media/ GAPDH.gif .

Em contraste, tem sido observado recentemente que essa enzima esta
envolvida em varios processos fisiologicos nao relacionados a sintese de ATP, como

reparo do DNA, organizacdo da membrana nuclear, proliferagcdo celular,
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metabolismo redox e regulacéo da morte celular por apoptose (NICHOLLS; LI; LIU,
2012; TRISTAN et al., 2011).

1.9 Oleos essenciais, terpenos e terpenoides como fonte de novos

farmacos

Dentre as substancias de origem vegetal com utilidade biotecnoldgica, os
Oleos essenciais se destacam, por estarem bastante inseridos na industria
farmacéutica e quimica. Sdo amplamente utilizados na producdo de cosmeéticos,
principalmente por suas propriedades aromaticas. Além disso, 6leos essenciais
proveniente de uma vasta quantidade de plantas, bem como seus constituintes,
apresentam atividades farmacoldgicas de interesse farmacéutico
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Os terpenos, também chamados de isoprendides, sdo substancias derivadas
do &cido mevaldnico. Além disso, podem ser produzidas a partir de piruvato e
gliceraldeido-3-fosfato, sem a participacdo do mevalonato, conforme demonstrado
na figura 17. Possuem estrutura quimica constituida de estruturas de isopreno, cada
uma com 5 carbonos. Dessa forma, sdo classificados em: a) hemiterpenos, contendo
5 carbonos; b) monoterpenos, com 10 carbonos; c) sesquiterpenos, com 15
carbonos; d) os diterpenos, que contém entre 20 e 40 atomos de carbono; e €) os
triterpenos, contendo 30 carbonos (BREITMAIER, 2006).

Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo o0s principais constituintes dos 6leos
essenciais. Os demais tipos sdo caracteristicos de béalsamos, resinas, ceras e
borrachas. Ja os terpenoides séo definidos como terpenos modificados por reducéo
ou rearranjo dos grupamentos metila, ou por adicdo de atomos de oxigénio oxidados
(BREITMAIER, 2006).

Sabe-se que as substancias aromaticas presentes nas plantas exercem um
papel importante em sua fisiologia, como a atracdo de agentes polinizadores,
inibicAo da germinacdo, protecdo contra predadores e perda de &gua
(DEGENHARDT et al., 2003). Aléem disso, sédo considerados seguros para consumo
humano por varios 6rgaos reguladores, como o Food and Drug Administration (FDA),

Toxic Substances Control Act (TSCA) e o National Toxicology Program (NTP).
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Ao avaliar o potencial farmacolégico de plantas utilizadas tradicionalmente
pelo conhecimento popular, foi observado que sesquiterpenos foram responsaveis
por muitas propriedades farmacoldgicas dessas plantas. Alguns exemplos incluem o
efeito antimicrobiano, antioxidante (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2015), anti-
inflamatério (MAURYA et al., 2014), anticancerigeno (FRIKECHE et al., 2015) e
anticolinesterasico (MAKWANA et al., 2015).

Figura 17 — Visdo geral da biossintese de terpenos nas plantas.
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Legenda: A compartimentalizacdo intracelular das reac¢des envolvidas na biossintese de terpenos,

pelas vias dependentes e indepententes de mevalonato, estdo apresentadas acima. IPP =

isopentenildifosfato; DMAPP = dimetilalil difosfato; FPP = farnesil difosfato.

Fonte: Adaptado de TRAPP; CROTEAU, (2001).
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1.10 (-)-a-Bisabolol

O bisabolol (alfa,4-dimetil-alfa-(4-metil-3-pentenil)-3-ciclohexeno-1-metanol)
possui massa molar de 222,37 g/mol, sendo um alcool sesquiterpeno monociclico
pequeno e oleoso, que existe na natureza no estado liquido. Estd presente no 6leo
essencial de varias plantas, tendo sido isolado inicialmente das flores e folhas de
camomila (Matricaria chamomilla), correspondendo a aproximadamente 50% do
conteudo total do seu 6leo essencial. Essa substancia pode existir na natureza em
quatro estereoisdbmeros possiveis, conforme apresentado na figura 18. Dentre eles,
o isbmero (+)-a-bisabolol é de rara ocorréncia, e o (-)-a-bisabolol esta presente em
maior quantidade nas plantas (MCKAY; BLUMBERG, 2006).

O (-)-a-bisabolol (BIS), também chamado de levomenol pode ser obtido a
partir da hidrodestilacdo do 6leo essencial de algumas espécies, como a camomila
alema (Matricaria chamomilla), salvia (Salvia runcinata), candeeiro (Vanillosmopsis
arborea), arnica (Arnica chamissonis) e Myoporum grassifolium (BUITRAGO et al.,
2015).

Figura 18 — Enantidmeros do bisabolol.
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Fonte: SAMPAIO (2016) apud GUY et al. (2010).

Estao descritas na literatura diversas bioatividades do BIS, como o potencial
antimicrobiano (ROTTINI et al., 2015; VILA et al., 2010), antineoplasico (CHEN et al.,
2010a; COSTARELLI et al., 2010; DA SILVA et al., 2010; LIANG et al., 2014; RIGO;
VINANTE, 2016; SEKI et al.,, 2011; UNO et al., 2016), anticolinesterasico (DE
SIQUEIRA et al., 2014), anti-inflamatoria (ZARGARAN et al., 2014), nefroprotetor
(SAMPAIO et al., 2016), antioxidante (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2015) e
gastroprotetora (BEZERRA et al., 2009; MOURA ROCHA et al., 2010). E ainda
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usado como excipiente em formulagBes topicas, por aumentar a permeacao
transdérmica de farmacos (KIM et al.,, 2012). Recentemente, foi demonstrando o
efeito de BIS e de uma nanoparticula solida contendo BIS sobre Trypanosoma
evansi, aumentando o0 interesse na pesquisa dessa substancia sobre
tripanossomatideos (BALDISSERA; GRANDO; SOUZA, 2016). Além disso, 0s

mecanismos associados ao efeito antiparasitario de BIS ndo estédo descritos.

Em relacdo a sua toxicidade, BIS tem demonstrado efeito inibitério
concentragdo-dependente sobre células de glioma, sem interferir no crescimento de
células normais (CAVALIERI et al.,, 2011). Além disso, alguns estudos in vivo
demonstram baixa toxicidade e boa absorcdo, indicando que essa substancia é
facilmente aplicavel a ensaios in vivo (MOURA ROCHA et al., 2010; SAMPAIO et al.,
2016).

Dessa forma, o presente estudo pretende avaliar o potencial farmacoldgico
do (-)-a-bisabolol como uma molécula com atividade antichagasica utilizando modelo

in vitro e as trés formas de vida principais do T. cruzi.
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2. JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas representa um problema de saude publica com altos
indices de morbidade e mortalidade nas populacdes afetadas (RASSI; MARIN-
NETO, 2010; RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012). Possui
complicagBes crbnicas importantes, como a cardiopatia chagasica e alteracdes
digestivas, que causam grande comprometimento do estado geral de saude dos
pacientes afetados (CHATELAIN, 2015).

No Brasil, o benzonidazol é o Unico farmaco disponivel para o tratamento.
Desenvolvido h4 mais de quarenta anos, apresenta boa eficacia apenas na fase
aguda da doenca. Em contraste, possui efeito limitado sobre as formas crénicas da
doenca, além de possuir efeitos adversos importantes, que limitam sua utilizacao
clinica (OLIVEIRA et al.,, 2008). Assim, o atual cenario farmacologico chama a
atencdo para a necessidade de buscar estratégias terapéuticas que promovam
maior seletividade sobre os parasitas.

Substancias derivadas da biodiversidade brasileira apresentam potencial
aplicacdo em biotecnologia (KOH; KINI, 2012), pois possuem estruturas com grande
diversidade quimica, especificidade bioquimica e outras propriedades moleculares
que os tornam favoraveis como substancias que conduzem a descoberta de novos
farmacos (CHATELAIN, 2015). Dentre os grupos de substancia de interesse, 0s
terpenos se destacam pela diversidade de efeitos bioldégicos demonstrados por
varios autores. Moléculas desse grupo apresentam efeito antimicrobiano,
antioxidante (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2015), anti-inflamatério (MAURYA et
al.,, 2014), anticancerigeno (FRIKECHE et al., 2015) e anticolinesterasico
(MAKWANA et al., 2015).

O (-)-a-bisabolol € um sesquiterpeno presente no o6leo essencial de
camomila e apresenta uma diversidade de efeitos biologicos de interesse, incluindo
efeito sobre Trypanosoma evansi e espécies de Leishmania sp. (BALDISSERA et
al.,, 2016; MORALES-YUSTE et al., 2010). Dessa forma, é uma substancia
promissora e, no presente trabalho, foi escolhida para investigacdo do seu efeito
biolégico sobre as formas evolutivas de T. cruzi. O presente trabalho pode abrir
perspectivas para o desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos, bem como

de estratégias terapéuticas para o manejo de pacientes portadores da DC.
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. OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar o efeito antiparasitario do (-)-a-bisabolol (BIS) sobre as formas
evolutivas de Trypanosoma cruzi cepa Y e avaliar seu mecanismo de inducao

de morte celular

Objetivos especificos

Determinar a citotoxicidade do BIS sobre células de hospedeiro mamifero.
Determinar o efeito antiparasitario do BIS sobre formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y in vitro.

Avaliar o efeito do BIS sobre a recuperagcdo de crescimento de formas
epimastigotas.

Investigar o mecanismo de morte celular induzido por BIS sobre T. cruzi.
Avaliar a inducéo de espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas em T. cruzi
induzida por BIS.

Investigar o efeito de BIS sobre o potencial transmembrénico mitocondrial dos
parasitos.

Estudar o efeito de BIS sobre a tumefacdo de reservossomos de T. cruzi.
Analisar as alteracdes morfoldgicas induzidas por BIS em epimastigotas de T.
cruzi.

Avaliar a influéncia de peroxido de hidrogénio sobre o efeito antiparasitario de
BIS.

Avaliar o potencial inibitério de BIS sobre a enzima GAPDH em modelos

experimental e computacional.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 (-)-alfa-Bisabolol e benzonidazol

O (-)-alfa-Bisabolol (BIS) foi obtido da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha)
e armazenado respeitando as orientacdes do fabricante. A substancia foi diluida na
concentracdo de 0,2 M em dimetilsulfoxido (DMSO) estéril. Em seguida, as solucdes
usadas no trabalho foram preparadas por diluicdo seriada em solucdo salina
tamponada com fosfato estéril (PBS, constituido de NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM;
KH,PO4 1,47 mM; Na,HPO4 8,1 mM; ph 7,4). As diluicbes foram feitas de forma que

a concentracao final de DMSO nos experimentos nunca ultrapassou 0,5%.

O benzonidazol (Bz), farmaco de referéncia, foi gentiimente doado pelo

Laboratorio Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE).

4.2 Avaliacao da citotoxicidade do (-)-alfa-bisabolol em células hospedeiras

A citotoxicidade do BIS foi investigada com o objetivo de selecionar as
concentracfes de estudo para os ensaios de atividade tripanocida. Além disso, o
efeito citotoxico foi determinado para avaliar a seletividade da substancia pelo

Trypanosoma cruzi em relacéo as células hospedeiras.

4.2.1. Cultivo e manutencéo das células LLC-MK2

As células LLC-MK2 sdo uma linhagem imortalizada de células epiteliais
renais obtidas de rim de macaco (Macaca mulatta) e foram obtidas do Banco de
Células do Rio de janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, pH 7,4), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF),
penicilina (200 UI/mL) e estreptomicina (130 mg/L). As células foram cultivadas em
garrafas plasticas estéreis de 75 cm? em estufa de CO,, mantendo as culturas a 37
0,3°C e 5% de CO..

O crescimento das células foi acompanhado diariamente através da
observacdo por microscopio invertido, para verificacdo da densidade celular na
monocamada (figura 19). Apoés atingirem confluéncia, o meio foi removido, as células

foram lavadas com 5 mL de PBS estéril e deslocadas com 1 mL de tripsina/EDTA
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(0,25 %) por 5 a 10 minutos a 37°C. Aliquotas das células deslocadas foram

transferidas para novas garrafas contendo meio DMEM.

Figura 19 — Fotomicrografia de células LLC-MK2 em estado de confluéncia. Escala
de 100 pM.

Fonte: Adaptado de https://www.atcc.org/Products/All/CCL-7.aspx#documentation. Acesso em
26/12/2016.

Para estocagem, culturas confluentes foram lavadas, tripsinizadas e
centrifugadas (4000 RPM por 5 minutos). Em seguida, o meio foi removido e o pellet
ressuspendido em meio DMEM suplementado com 10% de DMSO estéril. As células

foram congeladas em frascos de criopreservacado em nitrogénio liquido.

4.2.2. Avaliacao do efeito do BIS sobre células LLC-MK2

— Principio do método

A avaliagdo da viabilidade celular apds o tratamento com BIS foi realizada
pelo método de reducdo do 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide (MTT). O MTT é um sal de tetrazdlio de cor amarela que, quando em

contato com células viaveis, é internalizado por endocitose e clivado por succinato
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desidrogenases do reticulo endoplasmatico e da mitocéndria, produzindo um sal de
cor arroxeada chamado formazan (MOSMANN, 1983). Em seguida, os cristais de
formazan sao exocitados e podem ser solubilizados pela adicdo de reagentes como
DMSO ou dodecilsulfato de sodio (SDS). Células ndo-viaveis perdem a capacidade
metabdlica de internalizar e clivar o MTT. A concentracdo de formazan produzido é
diretamente proporcional a quantidade de células viaveis e é medida pela leitura da

absorbancia a 570 nm.

— Procedimento experimental

Culturas confluentes foram mantidas em meio DMEM sem SBF por 24
horas, para que as células sincronizem na fase Go do ciclo celular. Em seguida,
foram lavadas e tripsinizadas conforme descrito no item 4.2.1. A mistura foi
transferida para tubos cénicos e centrifugada a 4000 RPM por 5 minutos. O pellet foi
ressuspendido em DMEM e uma aliquota foi diluida de forma seriada em azul de
trypan (4% p/v em PBS) nas proporcdes de 1:10 e 1:100. A amostra mais diluida
(1:100) foi transferida para camara de Neubauer, e a densidade celular foi
determinada por contagem. Foram contadas as células presentes nos campos

laterais, conforme demonstrado na figura 20.

Figura 20 — Representacdo esquematica da area de contagem da camara de

Neubauer.

Fonte: Adaptado de SCHITTINI, 2007.

Nota: As regides marcadas em azul foram utilizadas para contagem de células LLC-MK2, enquanto
as regibes marcadas em vermelho foram usadas para contar as formas epimastigotas e

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
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A densidade celular foi determinada conforme a férmula a seguir:

Contagem

" x 10* x fd;

Densidade celular (cél/mL) =

onde fd = o fator de diluicdo usado para contagem.

A densidade celular foi ajustada para 10° células/mL e transferida para
placas estéreis de 96 pocos com fundo chato (200 pL/poc¢o). As placas foram
incubadas overnight em estufa de CO, e, em seguida, 0os poc¢os foram tratados com
BIS em diferentes concentracfes (1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 uM) (figura 21).
Como controle negativo, foram usadas células ndo tratadas, e células tratadas com
DMSO 0,5 % foram utilizadas para avaliar o efeito citotéxico do diluente. Além disso,
BZ foi tratado nas mesmas concentracdes para comparacdo. Pocos contendo
apenas meio de cultura, sem adicédo de células ou outras substancias, foram usados

como branco.

Figura 21 — Representacdo esquematica do procedimento de plaqueamento e

tratamento de células LLC-MK2 para analise de viabilidade celular.
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substancias em — £ _ - =
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Incubag&o overnight aa _
37°C15%C0, Plagueamento Contagem

Cémara de
(1%x10° células/mL) Neubauer

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apbs 24 horas de incubacao, 100 pL de cada poco foi removido e 10 pL de
solucdo de MTT (2,5 mg/mL em PBS) foi adicionado. As placas foram incubadas a
37°C no escuro por 4 horas e 90 uL de uma solucéo de SDS (10 % p/v em HCL 0,1
N) foram adicionados. As placas foram deixadas em repouso por 17 horas para
completa solubilizagdo dos cristais de formazan e, por fim, foi realizada leitura

espectrofotométrica em leitora de microplacas (figura 22).

Figura 22 — Ensaio de reducdo do MTT.

V. / 4 horas = / 17 horas Leitura
‘ ‘ ‘ Abs 570 nm

Grupos experimentais Remocéode 100 L Adicdode
tratados Adicdode 10 yLde MTT 90 uL de SDS

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para calculo da viabilidade celular, foi utilizado o calculo:

AbsT — AbsB
X
AbsCT — AbsB

Viabilidade celular (%) = 100

Onde:
AbsT = leitura de absorbancia do grupo-teste;
AbsB = média das leituras da absorbancia do branco; e

AbsCT = média das leituras de absorbancia do grupo controle.

Os resultados obtidos foram avaliados por regressao néo-linear (curva fit)
para estimativa da concentracdo capaz de causar 50% da citotoxicidade maxima
(CCso).
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4.3 Avaliacdo da atividade do BIS sobre formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi cepa Y

4.3.1. Cultivo e manutencédo das formas epimastigotas

As formas epimastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi foram gentilmente
doadas pelo Laboratério de Bioquimica de Parasitas da Universidade da USP e
cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose, constituido de NaCl 4g/L;
Na,HPO4.12H,0 11,6 g/L; KCI 0,4 g/L; glicose 2,2 g/L; triptose 5 g/L; infusdo de
figado 5 g/L; hemina 25 mg/L; pH 7,4) suplementado com 10% de SBF, penicilina
(200 UI/mL) e estreptomicina (50 mg/L). As culturas foram mantidas em garrafas
plasticas estéreis, sem agitacdo, em estufa BOD (Biochemical Oxygen Demand) a
28 + 1°C (ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000a).

Os parasitos foram inicialmente cultivados na densidade de 5 x 10°
células/mL e avaliados diariamente para determinacdo da curva de crescimento.
Quando atingiram a fase exponencial de crescimento (6° ao 8° dia de cultivo), os
parasitas foram repicados através da transferéncia de uma amostra da cultura para
um novo meio LIT, mantendo a proporcéo inicial. Para estoque da cultura, as células
foram centrifugadas (4000 RPM por 5 minutos) e ressuspensas em 1 mL de meio
LIT contendo 10% de DMSO estéril. Em seguida, foram estocadas em nitrogénio

liquido.

4.3.2. Avaliacéo do efeito do bisabolol em formas epimastigotas

Aliguotas das culturas contendo epimastigotas em fase exponencial de
crescimento foram diluidas em PBS e transferidas para camara de Neubauer. Em
seguida, os parasitas foram contados para determinacdo da densidade celular. A
contagem foi realizada no campo central, contando 1/5 da é&rea total do campo,
conforme demonstra a figura 20. O célculo da densidade celular foi realizado usando

a férmula:

Densidade celular (células/mL) = Contagem X 5 x 10* x fd

Onde fd = fator de diluicao utilizado para contagem.
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Em seguida, os parasitos foram incubados em placas estéreis de 96 pocos
na densidade de 1 x 10° células/mL na presenca de diferentes concentracées de
BIS (1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 uM). Como farmaco de referéncia, foi
utilizado o benzonidazol nas mesmas concentracdes (figura 23). Adicionalmente, as
células foram tratadas com DMSO 0,5% para avaliar o efeito do veiculo sobre a

viabilidade celular. Como controle negativo, foram usadas células tratadas com PBS.

Figura 23 — Representacdo esquematica do ensaio de avaliacdo do efeito do (-)-a-

bisabolol em formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

Incubacdo

Contagem

~ 24 horas
exponencial de Céamara de Neubauer Plagueamento 48 horas

crescimento Ajuste da densidade 72 horas

celular 1x10° células/mL 96 horas
+ substanciasem
estudo

Contagem

Cultura em fase .
e Cémara de Neubauer

Fonte: Elaborado pelo autor.

Aliquotas dos grupos experimentais foram colhidas ap6s 24, 48, 72 e 96
horas de incubacdo para quantificacdo das células viaveis (LIMA et al., 2016;
MENEZES et al., 2012). Foram considerados viaveis 0s parasitos que preservaram
formato tipico e mobilidade. Por fim, o percentual de viabilidade celular foi
determinado pela formula mostrada a segui e a I1Csg (concentragédo capaz de inibir o
crescimento de 50% dos parasitos) foi determinada por regressao nao-linear.

T
Viabilidade celular (%) = T x 100

Onde:
T = Contagem de parasitos viaveis no grupo experimental

CT = Média da contagem de parasitos viaveis do grupo controle negativo.
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4.4 Ensaios com formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y

4.4.1. Obtencéo e de formas tripomastigotas

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir do sobrenadante de células
hospedeiras infectadas, conforme descrito previamente (LIMA et al., 2016). Células
LLC-MK2 foram cultivadas na concentracdo de 2x10° células/mL em garrafas
estéreis com 25 cm? de area de cultivo. No dia seguinte, o0 meio de cultura foi
substituido por DMEM suplementado com 2 % de SBF e 10’ tripomastigotas/mL.

As garrafas foram cultivadas durante 5 a 6 dias, com substituicdo do meio de
cultura a cada dois dias. No 5° e 6° dia pés-infeccdo, o meio de cultura foi colhido e
centrifugado (2500 RPM por 7 minutos) para obtencdo dos tripomastigotas. A
densidade celular foi determinada por contagem em camara de Neubauer, da
mesma forma como descrito para formas epimastigotas. Os tripomastigotas obtidos
foram utilizados para os ensaios de avaliacdo do BIS e para obtencdo de formas

amastigotas.

4.4.2. Avaliagcédo do efeito do BIS sobre formas tripomastigotas

10° tripomastigotas/mL foram incubados com (-)-a-bisabolol em diferentes
concentracbes (125; 62,5; 31,25; 15,6; 7,8; e 3,9 uM) em placas de 96 pocos em
estufa de CO,. Células ndo-tratadas foram usadas como controle negativo e
consideradas como 100% de viabilidade. DMSO 0,5% foi usado como controle de

toxicidade do veiculo e o benzonidazol, como farmaco de referéncia.

ApoOs 24 horas de incubacdo, aliquotas dos grupos experimentais foram
colhidas para contagem em cé&mara de Neubauer. O percentual de viabilidade
celular foi calculado utilizando a mesma férmula usada para as formas
epimastigotas. A LCsp (concentracéo letal para 50% dos parasitos) foi estimada por
regressao nao-linear. Além disso, foi calculado o indice de seletividade (Sel) do BIS

sobre tripomastigotas em relacéo as células hospedeiras, usando a férmula:
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CCsg

Sel =
=TI,

Onde:
Sel = indice de seletividade
CCsp = concentracdo que causa 50% de toxicidade em células LLC-MK2; e

LCso = concentragao que causa 50% de morte em tripomastigotas.

4.5 Avaliacéo do efeito do BIS sobre formas amastigotas de Trypanosoma

cruzi cepaY

Para avaliacdo do efeito do bisabolol sobre a forma intracelular de T. cruzi,
células LLC-MK2 (10° células/mL) foram cultivadas em laminas estéreis para cultivo
celular (Sigma-Aldrich), com area de cultivo de 1,8 cm?#/poco, durante 24 horas em
estufa de CO,. Em seguida, as células foram infectadas conforme descrito no item
anterior. Apos 48 horas de infec¢cdo, o0 meio de cultura foi substituido e os pocos
foram tratados com BIS (40, 20 e 10 uM) e BZ (257 e 514 uM).

As laminas de cultivo foram incubadas por 24 horas em estufa de CO; e, em
seguida, as laminas foram cuidadosamente lavadas com &agua deionizada. Para
fixacdo das células, as laminas foram embebidas em solugcdo de Bouin. Apds
lavagem com agua destilada e etanol 70%, foram mergulhadas em metanol por 2
minutos. Em seguida, foram coradas utilizando corante Giemsa (diluido a 5% v/v em
agua deionizada) durante 20 minutos. Finalmente, as laminas foram lavadas mais
uma vez e, apds secagem, montadas em lamina utilizando entelan (ARAUJO-
JORGE; CASTRO, 2000b).

O efeito antiamastigota do bisabolol e do benzonidazol foi determinado pela
contagem de 300 células em cada poco, realizada em microscoépio éptico. Em cada
célula infectada, foi realizada a contagem de amastigotas internalizados. Além disso,
as laminas foram fotografadas (Microscopio Trinocular Motic e Moticam Software
2.0.) para evidenciar o efeito biolégico induzido por BIS. Dessa forma, foi calculado o
percentual de células infectadas, a quantidade de amastigotas por células e o indice

de sobrevivéncia (Sul), usando as formulas (MARIN et al., 2015):
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, , n?de células infectadas
Células infectadas (%) = 300 x 100

n? de amastigotas totais

Amastigotas/células infectadas = - -
g / f n? de células infectadas

Sul = n%de células infectadas X amastigotas/células infectadas

4.6 Ensaio de recuperacédo de crescimento

Para investigar o efeito do BIS sobre T. cruzi em pequenos periodos de
tempo, epimastigotas em fase exponencial de crescimento (10° células/mL) foram
cultivados com BIS em altas concentra¢gdes (1000 e 500 uM), em placas de cultura
estéreis de 24 pocos. Os grupos experimentais foram incubados por 15 minutos, 30

minutos, 1 hora e 2 horas.

Em seguida, os parasitos foram centrifugados (4000 RPM por 5 minutos) e
lavados com PBS 2 vezes. Os parasitos foram cultivados em meio LIT fresco, sem
adicdo de BIS. As culturas foram incubadas em estufa BOD pelo periodo total de 96
horas. A cada 24 horas, aliquotas foram colhidas para contagem em camara de
Neubauer e determinacdo da densidade celular (figura 24), conforme descrito nos
itens anteriores (KESSLER et al., 2013).
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Figura 24 — Ensaio de recuperacédo de crescimento de epimastigotas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
4.7 Analises por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € um método de analise individual de particulas
desenvolvido por Andrew Moldavan em 1934, em que células em suspensao eram
contadas por deteccdo fotoelétrica. Em 1949, Wallace Coulter aprimorou essa
técnica, através do principio da impedancia, em que as células eram contadas e
classificadas por seu tamanho, de acordo com o impedimento da passagem da
corrente elétrica em uma solucao eletrolitica (BRAGA et al., 2016). No ano de 1972,
foram desenvolvidos equipamentos chamados de FACS (Fluorescence-Activated
Cell Sorter), que, utilizando os principios de fluorescéncia, permitiram o aumento da

sensibilidade e da versatilidade do método.

A contagem e caracterizacdo das particulas por citometria de fluxo é
realizada pela combinacéo dos principios de focagem hidrodinamica e fluorescéncia
(figura 25). As células séo injetadas no centro de um feixe de solugdo salina em fluxo
continuo. Dessa forma, elas sdo forgadas a passar individualmente pela camara de
leitura, atravessando um ou mais feixes de luz de comprimento de onda especificos.
Ao passarem pela camara de leitura, as células causam a dispersdo do feixe

luminoso em varias dire¢cdes. A luz que sofre pouca ou nenhuma dispersdo —
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chamada de FSC (Foward Scatter) — é usada como medida do tamanho da célula. A
dispersdo lateral de luz, chamada de Side Scatter (SSC), acontece devido ao
encontro do feixe luminoso com as estruturas intracelulares, como organelas, nacleo

e granulos. Dessa forma, o SSC é uma medida da complexidade celular.

Figura 25 — Principio de analise celular por citometria de fluxo.

Fluxo unidirecional
de liquido
Fonte luminosa l

rd /
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Emissio de fluorescéncia

Dispersio luminosa frontal emitida por células marcadas
e lateral (FSC e SSC)

Fonte: Adaptado de http://www.abcam.com/ps/CMS/Images/Flow-Cytometry-how%?20it%20works-
Diagram.jpg.

Além disso, quando células ou outras particulas sdo marcadas com
fluorocromos, o feixe luminoso provoca a excitacdo dessas moléculas e consequente
emisséo de luz em um comprimento de onda diferente. Dessa maneira, as células
podem ser classificadas quanto a presenca de marcadores citoplasmaticos e de
membrana especificos, além de permitir a deteccdo de mediadores intracelulares
relacionados ao metabolismo normal e/ou patolégico (WLODKOWIC; SKOMMER,;
DARZYNKIEWICZ, 2012). Todas essas informacdes sao colhidas por detectores
especificos e transformadas em sinais eletrénicos, que podem ser avaliados e

armazenados de maneira simples.
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4.7.1. Marcagdo com Anexina V/PE e 7-AAD
- Principio do método

A avaliacdo do mecanismo de morte celular induzida por BIS foi realizada
por citometria de fluxo, utilizando o 7-AAD (7-aminoactinomicyn D) e a Anexina V

marcada com a ficoeritrina (AX/PE) como marcadores fluorescentes.

O 7-AAD é uma molécula capaz de se intercalar especificamente no DNA.
Entretanto, ndo é capaz de penetrar em células com membrana integra. Dessa
forma, células com alta marcacéo para 7-AAD sdo consideradas células necrdéticas,
por perda de integridade de membrana (LECOEUR; DE OLIVEIRA-PINTO;
GOUGEON, 2002). A anexina V é uma proteina de 36 KDa, que, na presenca de
ions calcio, tem alta afinidade pela fosfatidilserina. Dessa forma, a Ax/PE é usada
para avaliar a externalizacdo de fosfatidilserina como marcador de apoptose (ATALE
et al., 2014) (figura 26).

Figura 26 — Principio da marcac¢éo dos fluorocromos.
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Legenda: (A) 7-AAD se liga ao DNA das células com membrana plasmaética lesionada; (B) Ax/PE se

liga a fosfatidilserina translocada para o folheto externo de células em processo de apoptose.

Fonte: Adaptado de https://www.rndsystems.com/resources/protocols/analysis-cell-viability-using-7-

amino-actinomycin-d-7-aad e https://www.einstein.yu.edu/research/facilities/facs/page.aspx?id=22637
- Procedimento experimental
As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas na densidade de 10°

células/mL na presenca de BIS (285 pM) por 6 e 24 horas em estufa BOD. Em

seguida, as células foram transferidas para tubos de citometria e centrifugadas a
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4000 RPM por 5 minutos e lavadas com PBS uma vez e com tampéo de ligacéo (pH
7,4; composto de hepes 10 mM; NaCl 140 mM e CaCl;, 2,5 mM ) duas vezes. Apoés a
altima centrifugacéo, o pellet foi ressuspendido em 100 pL de tampé&o de ligacéo, 5
pL de 7-AAD (0,5 mg/mL) e 5 pL de Ax/PE. O procedimento foi realizado utilizando
um kit comercial (Annexin V PE Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences) e
respeitando as orientacdes do fabricante. Apos 15 minutos de incubacéo no escuro,
foi adicionado 400 pL de tampdo de ligacdo em cada tubo e as células foram

analisadas no FACSCalibur (BD Biosciences) (figura 27).

Figura 27 — Protocolo de processamento das amostras para analise de necrose e

apoptose por citometria de fluxo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para cada tubo, um minimo de 10* células foram analisadas, para
quantificacdo do percentual de células ndo-marcadas e individual ou duplamente
marcadas com 7-AAD e AX/PE. Para isso, foi usado laser de argénio (488 nm) para
excitar os fluorocromos. As células marcadas com Ax/PE foram lidas pelo detector

FL, (563 a 606 nm, fluorescéncia amarela), enquanto as células marcadas com 7-
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AAD foram lidas em comprimento de onda de 615 a 645 nm (fluorescéncia vermelha,
detector FL3).

4.7.2. Analise de espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas
- Principio do método

A presenca aumentada de espécies reativas de oxigénio (EROs) no
citoplasma de células epimastigotas tratadas com BIS foi avaliada utilizando o
reagente diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA). Essa é uma molécula
lipofilica que, uma vez internalizada nas ceélulas, é clivada por esterases
citoplasmaticas em DCFH (forma reduzida de 2’-7’-diclorofluoresceina), que néao é
capaz de atravessar as membranas. DCFH reage com EROs intracitoplasmaticas
produzindo DCF (forma oxidada de 2’-7’-diclorofluoresceina). (figura 28). Essa Ultima
molécula emite fluorescéncia verde, de forma que a intensidade de fluorescéncia
emitida pela célula é diretamente proporcional a concentracao intracitoplasmatica de
EROs (CHEN et al., 2010b).

Figura 28 - Principio de reacdo da 2'7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA) com
espécies reativas de oxigénio intracitoplasmaticas.
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Fonte: Adaptado de DIKALOV; GRIENDLING; HARRISON, 2007.

- Procedimento experimental

10° epimastigotas/mL foram adicionados a placas de 24 pOCOoS na presenca
de BIS (285 uM). Apo6s 1 hora de incubagéo, 10 pL de uma solucdo de DCFH-DA (2
mM em DMSO), obtendo concentracdo final de 20 uM. Apos 6 e 24 horas de
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incubacdo com BIS, as células foram colhidas, centrifugadas (4000 RPM por 5
minutos), lavadas com PBS 2 vezes e ressuspensas em 500 pL de PBS. Por fim, as
células foram analisadas em citbmetro de fluxo pelo detector FL; (fluorescéncia
verde, de 515 a 545 nm) (figura 29).

Figura 29 — Procedimento experimental para marcacdo de formas epimastigotas

com diacetato de 2’-7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O nivel de marcacao em cada grupo foi analisado pela média geométrica da
intensidade de fluorescéncia, conforme descrito por KESSLER et al. (2013). Os
resultados foram expressos como intensidade relativa de fluorescéncia, utilizando a

formula:

mTESTE

F énci va = CONTROLE
luorescéncia relativa T CONTROLE

Onde:
MTESTE = média geométrica do grupo a ser analisado;

MCONTROLE = valor médio da média geométrica do grupo controle.
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4.7.3. Avaliagéo do potencial transmembranico mitocondrial
- Principio do método

O potencial transmembranico mitocondrial (AY¥m) foi avaliado utilizando o
corante fluorescente rodamina 123 (Rho123) (figura 30) (JOHNSON et al., 1980;
POKORNY et al., 2014).

Figura 30 — Estrutura quimica da rodamina 123.
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Fonte: JOHNSON et al., 1980.

A Rho123 é um corante lipofilico e catiénico que, em condi¢cdes normais, se
acumula no espaco intermembranico mitocondrial por afinidade com os ions
hidrogénio, emitindo fluorescéncia vermelha (figura 31). Quando existe lesao
mitocondrial, ha uma redugdo da concentracdo de ions H" no espaco
intermembranico, o que reduz o acumulo de Rhol23. No citoplasma, a Rho123
emite fluorescéncia verde. Dessa forma, alteragdes no AWm podem ser medidas
utilizando a Rho123 através da medida da reducao da fluorescéncia verde ou do
aumento da fluorescéncia vermelha (ZHANG et al., 2011).



74

Figura 31 — Mecanismo de marcagdo mitocondrial utilizando a rodamina 123
(Rho123).
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Fonte: Adaptado de YANG et al., 2012.

- Procedimento experimental

(-)-a-bisabolol (285 pM) foi adicionado a formas epimastigotas (10° células)
em placas de 24 pocos. Apos 6 e 24 horas de incubacdo, as células foram
transferidas para tubos, centrifugadas e lavadas com PBS. Em seguida, as células
foram ressuspensas em 100 pL de PBS e foi adicionado 5 pL de solug¢do de Rho123
(200 pg/mL em etanol absoluto), obtendo concentracdo final de 10 pg/mL. As
amostras foram incubadas no escuro por 30 minutos, lavadas duas vezes com PBS
e ressuspensas em PBS (500 pL/tubo). Finalmente, as amostras foram analisadas
por citometria de fluxo, utilizando detector FL; (figura 32) (SAMPAIO et al., 2016). Os
resultados foram avaliados pela intensidade relativa de fluorescéncia, calculado

conforme descrito no item anterior.
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Figura 32 — Protocolo de avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial por

citometria de fluxo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7.4. Avaliagdo da tumefagédo de reservossomos
- Principio do método

O volume dos reservossomos de epimastigotas tratados com BIS foi
avaliado utilizando laranja de acridina (AO, acridine orange) (figura 33). Esse corante
tem tropismo por compartimentos acidicos intracelulares, de forma que se acumula
nos reservossomos de Trypanosoma cruzi, emitindo fluorescéncia alaranjada. A
tumefacdo dos lisossomos, que é uma das alteracBes indicativas de morte celular
por autofagia, causa aumento do acumulo de AO, e essas células podem ser
analisadas por citometria de fluxo (ATALE et al., 2014; KESSLER et al., 2013).
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Figura 33 — Estrutura quimica da laranja de acridina.
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Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/2354747?lang=pt&region=BR

- Procedimento experimental

Apbs 6 e 24 horas de incubacao com BIS (285 uM), as formas epimastigotas
foram colhidas e lavadas. Em seguida, foram ressuspensas em 100 uL de PBS
incubadas com 5 pL de solugcdo de AO (100 pg/mL em DMSO), obtendo
concentragdo final de 5 pg/mL. Apds incubacéo por 15 minutos no escuro, as células
foram lavadas 2 vezes e analisadas no citometro, usando detector FL3 (KESSLER et
al.,, 2013) (figura 34). Os resultados foram expressos como intensidade de

fluorescéncia relativa.

Figura 34 - Protocolo experimental de marcacdo de reservossomos de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi e avaliagédo por citometria de fluxo.
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4.8 Avaliagcdo morfolégica por microscopia eletrénica de varredura
- Principio do método

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) € uma técnica extremamente
versatil, util para caracterizagdo microestrutural em diversas areas do conhecimento,
como ciéncia de materiais, engenharia, geociéncias e ciéncias bioldgicas. O
microscopio de varredura € capaz de analisar estruturas com tamanho entre 0,8 a
1,4 nm, utilizando um feixe de elétrons como Fonte de energia. Ao encontrar a
amostra, os elétros sdo dispersos e detectados para composicdo das imagens
(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007). A figura 35 demonstra a diferenca entre os

principios da microscopia Optica e da MEV.

Figura 35 — Desenho esqueméatico para comparagcao entre microscépio optico e

microscopio eletrénico de varredura.
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Fonte: DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007.

- Procedimento experimental

Para avaliagcdo das alteragOes induzidas por BIS na ultraestrutura de T.

cruzi, as formas epimastigotas foram incubadas com BIS por 24 horas (285 puM).
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ApOs esse periodo, foi adicionado glutaraldeido (concentracgéo final 2,5%) em cada
amostra, e elas foram centrifugadas a 800 g por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressupenso em solucéo de glutaraldeido a

2,5% e incubado por 2 horas.

As amostras fixadas foram novamente centrifugadas e expostas a gradiente
crescente de etanol (30, 50, 70 90 e 100%) para desidratacdo, seguida de
centrifugacédo a 800 g por 5 minutos. Por fim, as células foram transferidas para a
superficie de laminulas circulares de 15 mm previamente limpas e postas a secagem
em estufa. As laminas foram cobertas com camada de ouro (espessura de 20 nm)
utiizando a Metalizadora QT150 ES-Quorum e analisadas em Microscopio
Eletronico de Varredura Quanta 450 FEG-FEI, para observacdo de alteracdes na
estrutura tridimensional das formas de vida de T. cruzi (VANNIER-SANTOS; DE
CASTRO, 2009) (figura 36).

Figura 36 — Processamento e andlise de amostras de Trypanosoma cruzi por

microscopia eletrbnica de transmissao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.9 Bloqueio da atividade antiparasitaria do BIS com catalase

Para investigar o papel do peréxido de hidrogénio (H.0,) extracelular sobre
o efeito do BIS em T. cruzi, o presente modelo foi utilizado, a partir de adaptacdes de
modelos prévios (PEREIRA, 2015) (figura 37). As formas epimastigotas em fase
exponencial de crescimento foram cultivadas na densidade de 10° células/mL,
conforme descrito nos itens anteriores, na presenca de catalase (25ug/mL diluido
em PBS). Ap6s 2 horas de incubacéo, BIS foi adicionado, obtendo concentragéo
final de 285 puM. A densidade celular foi determinada apds 24 horas de incubacgéo
para determinagéo do percentual de viabilidade celular.

Figura 37 — Ensaio de bloqueio da atividade farmacologica do (-)-a-bisabolol com

catalase.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.10 Investigacdo da inibicdo da enzima gliceraldeido 3-fostato
desidrogenase (GAPDH)

4.10.1. Docking molecular

Os ensaios in silico foram realizados no Laboratério de Engenharia de
Materiais e da Computacdo de Sobral (LEMCS), sob orientag&o do prof. Dr. Ricardo

Santos. A avaliacdo da interagdo tedrica do BIS com tcGAPDH foi realizada em
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comparacao com o sitio ocupado pela chalepina, uma cumarina derivada de plantas
da familia Rutacea. Ela foi escolhida por possuir efeito biolégico bem definido e
estrutura cristalografica disponivel em bancos de dados computacionais (MENEZES
et al., 2003a).

Para isso, a estrutura tridimensional do complexo tcGAPDH-chalepina foi
obtida do RBSC Protein Data Bank (cédigo PDB:1K3T), um website de livre acesso
que contém informacdes sobre a estrutura tridimensional de diversas proteinas
(PAVAO et al., 2002). Em seguida, a chalepina foi removida do complexo, obtendo-

se a estrutura de tcGAPDH isolada.

A otimizacdo geométrica da estrutura do (-)-bisabolol (ChemSpider
ID390796) foi realizada utilizando um método semiempirico PM7 pelo programa

MOPAC2012 (disponivel em http://openmopac.net). A identificagdo dos potenciais

sitios de ligacdo entre a molécula otimizada de BIS e tcGAPDH foi realizado pelo
método de docking molecular, utilizando o programa Autodocking Vina (Molecular
Graphics Lab) (PIERCE et al., 2014). Nesse programa, € realizada a busca de todos

0s possiveis modos de ligacdo entre proteina-alvo e ligante.

Cada possivel conformacéo foi avaliada por escores baseados na energia,
complementaridade e forgas eletrostaticas (MINTSERIS et al., 2007). O complexo
tcGAPDH-chalepina foi usado para comparar a posicdo de do ligante no sitio de
ligacdo. Gréaficos moleculares foram construidos usando o software UCSF Chimera
1.8 package (PETTERSEN et al., 2004).

4.10.2. Avaliagdo da inibi¢cdo enzimatica in vitro

Para determinacdo da atividade enzimética de tcGADPH, foi utilizado um kit
comercial (Abcam®, Cambridge, UK) e respeitando as orientagcdes. Resumidamente,
10® epimastigotas foram tratados com BIS (285 pM) por 15 min, 30 min, 1 hora e 2
horas. Em seguida, foram centrifugadas (4000 RPM, 5 minutos), lavadas com PBS
gelado duas vezes e, em seguida, ressuspensos em tampéao de reacdo gelado. Apos
10 minutos em repouso para lise celular, as amostras foram mais uma vez
centrifugadas. Finalmente, 50 pL do sobrenadante de cada amostra (contendo a
enzima de interesse) foram adicionados a 50 pL de mistura reacional (composta de

tampdo de reacdo, gliceraldeido-3-fosfato e NAD") em placas de 96 pocos. As


http://openmopac.net/
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placas foram incubadas sob agitacdo a 37°C e lidas por espectrofotometria apés 0,
3, 6, 9 e 12 minutos a 450 nm.

Em paralelo, parasitos ndo tratados foram submetidos ao protocolo para
determinacdo da atividade basal. Além disso, foi realizada uma curva-padrao,
utilizando amostra fornecida pelo kit. As leituras de absorbancia foram utilizadas
para determinacdo da atividade enzimética de tcGAPDH nos grupos experimentais,

seguindo as orientacdes do fabricante.

411 Anédlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, com minimo de n=3
por experimento. Os dados numéricos foram expressos como média = erro padrao
meédio (EPM) e analisados por one-way e/ou two-way ANOVA seguido de poés-teste
de Dunnet e/ou poés-teste de Bonferroni. A analise foi realizada utilizando os
programas Microsoft Office® Excel 2010 e GraphPad Prism® verséo 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da citotoxicidade do (-)-a-bisabolol em células hospedeiras
LLC-MK2

As células LLC-MK2 foram selecionadas como células hospedeiras de
Trypanosoma cruzi para esse estudo. Dessa forma, elas foram submetidas ao teste
do MTT para avaliacdo do efeito citotéxico da substancia. Foi observada reducéo da
viabilidade celular nos grupos tratados com as concentragcbes mais altas de BIS
(1000 e 500 uM), conforme mostrado na figura 38. A concentragédo capaz de causar
50% de citotoxicidade (CCsp) foi 528 + 34 uM. Os valores de viabilidade celular estao

expressos na tabela 2.

Figura 38 — Efeito citotoxico do (-)-a-bisabolol (BIS) sobre células hospedeiras LLC-
MK2, avaliado pelo método do MTT.
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Legenda: CT = grupo controle; V = grupo veiculo (DMSO 0,5%). Os dados foram expressos como
média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagdo ao

grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.



83

Tabela 2 — Viabilidade celular (média + EPM) das células LLC-MK2 submetidas ao

método do MTT apds incubacdo com (-)-a-bisabolol (BIS).

Viabilidade Celular (%)

Controle 102,2 + 3,18
Veiculo 95,85 + 2,78
BIS 31,25 pM 100,5+ 3,91
BIS 62,5 uM 99,58 + 3,29
BIS 125 uyM 92,28 + 3,54
BIS 250 uM 88,10 + 7,06
BIS 500 pM 58,57 + 3,50*
BIS 1000 pM 0,00 + 0,00*

Legenda: Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-

teste de Dunnet. *p<0,05 em rela¢éo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Efeito antiparasitario do (-)-a-bisabolol sobre formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi foram tratadas com BIS por
24, 48 72 e 96 horas para avaliacdo do potencial tripanocida dessa substancia. Foi
observado, conforme demonstrado na figura 39, efeito inibitorio crescente sobre
essas células. Os parasitos, apds contato com BIS, apresentavam-se com diversas
alteracdes morfolégicas, como auséncia de flagelo, perca de motilidade e alteracéo
de formato tipico. Os grupos tratados com o diluente (DMSO 0,5%) néo
apresentaram reducao na viabilidade celular nos tempos analisados. Foram obtidos,
por regressao nao-linear, os valores a seguir: 1Cs0/24h = 285 + 20 uM; 1C50/48h =
1447 + 8,6 uM; ICs0/72h = 97,3 £ 3,25 uM; e IC50/96h = 59,8 + 4,5 uM.
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Os valores de viabilidade celular estdo exibidos na tabela 3 e demonstram
ainda que o efeito observado foi dependente de tempo. Os percentuais de
viabilidade para os grupos tratados apresentaram-se progressivamente reduzidos
com o aumento do tempo de incubacéo.

Figura 39 — Efeito tripanocida do (-)-a-bisabolol (BIS) sobre formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi cepa Y.
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Legenda: As figuras representam o tratamento por (A) 24 horas, (B) 48 horas, (C) 72 horas e (D) 96
horas. CT = grupo controle; V = grupo veiculo (DMSO 0,5%). Os dados foram expressos como média

+ EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagdo ao grupo
controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — Viabilidade celular (média + EPM) das formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi apos incubacgédo com (-)-a-bisabolol (BIS).

Viabilidade celular (%)

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Controle 100 + 5,04 100 + 3,39 100 + 4,49 100+ 12,1
Veiculo 103,6 + 4,83 96,44 + 3,16 93,70+ 2,54 93,67 + 5,93

BIS 31,25 uM 99,58 + 6,03 86,41 + 6,99 101,4+£3,19 82,31 +3,67*#
BIS 62,5 pM 88,44 + 2,05 83,37 +4,78* 79,13 +4,30* 64,50 + 4,26*#
BIS 125 pM 86,57 +£3,81 60,79 +237*# 31,49+2,84*# 14,56 +0,74*#
BIS 250 pM 58,13 +2,60* 23,69+ 191*% 4,69+ 125%#%# 3,32+ 0,49*#
BIS 500 pM 22,25 *+ 6,40* 7,65+1,11* 0,69+0,16*# 0,55+ 0,11*#

BIS 1000 pM 0,0+0,0* 0,0 £0,0* 0,0+0,0* 0,0 +£0,0*

Legenda: Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-
teste de Dunnet e two-WAY ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relacdo ao grupo

controle; #p<0,05 em relagdo ao grupo tratado com a mesma concentracéo no tempo 24 horas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Efeito tripanocida do (-)-a-bisabolol sobre formas tripomastigotas de

Trypanosoma cruzi

Formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi foram obtidas do
sobrenadante de células LLC-MK2 infectadas, conforme descrito na secéo anterior.
Apos incubacdo com bisabolol em diversas concentragdes, foi observado que ele foi
capaz de causar morte de T. cruzi em todas as concentragdes testadas. Os grupos
testados com concentracbes de BIS acima de 125 pM (250, 500 e 100 pM)
apresentaram 100% de morte em todos os experimentos, conforme mostrado na
tabela 4. A figura 40 demonstra o efeito da substancia em estudo sobre formas
tripomastigotas nas concentragcdes de 3,9 a 125 pM. O grupo tratado com DMSO
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(concentracéo final 0,5%) ndo demonstrou morte celular, confirmando que o veiculo
usado para dissolucédo do BIS é inerte para o parasito. Apds analise de regressao
nao-linear, foi obtido LCsp = 20 = 3,84 uM.

Para identificar se BIS apresenta efeito tripanocida e citotoxicidade
adequados, foi calculado o indice de seletividade (Sel), através da divisdo entre a
CCsp (concentracdo capaz de causar 50% de citotoxicidade em células hospedeiras
LLC-MK2) e a LCso (concentracdo capaz de causar 50% de morte em formas
tripomastigotas). Conforme demonstrado na tabela 5, obtido resultado de Sel = 26,5.
Isso indica que BIS mostrou ser 26,5 vezes mais seletivo para T. cruzi em relacdo as
células hospedeiras. A tabela 5 também resume os valores de CCsg, ICs0 € LCso

encontrados nesse trabalho.

Figura 40 — Efeito tripanocida do (-)-a-bisabolol (BIS) sobre formas tripomastigotas

de Trypanosoma cruzi cepa Y apos 24 horas de incubacéo.

Viabilidade celular (%)

N
a

39 78 156 312 625 125
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Legenda: CT = grupo controle; V = grupo veiculo (DMSO 0,5%). Os dados foram expressos como
média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagdo ao
grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Viabilidade celular (média + EPM) das formas tripomastigotas de

Trypanosoma cruzi apos incubacgédo com (-)-a-bisabolol (BIS).

Viabilidade celular (%)

Controle 97,10 £ 5,30
Veiculo 101,8 + 4,25
BIS 3,9 yM 65,83 + 3,85*
BIS 7,8 uyM 69,59 + 2,86*
BIS 15,6 uM 64,97 + 4,00*
BIS 31,25 uM 50,40 + 3,28*
BIS 62,5 yM 18,37 + 6,55*
BIS 125 5,249 + 5,25*
BIS 250 0,0 £ 0,0*
BIS 500 0,0 £ 0,0*
BIS 1000 0,0 +0,0*

Legenda: Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-

teste de Dunnet. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 5 — Resumo da atividade biologica in vitro do (-)-a-bisabolol e do
benzonidazol sobre células LLC-MK2 e formas epimastigotas e tripomastigotas de

Trypanosoma cruzi cepa Y.

Tempo de incubacao

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

(-)-a-Bisabolol

CCsp (LLC-MK2) 528 + 34uM - - -
ICso (Epimastigotas ) 285+ 20uM  144,7 £8,6puM 97,33 £3,25uM 59,8 + 4,5uM
LCso (Tripomastigotas) 20 + 3,84uM - } i

Sel 26,5 - - -

Benzonidazol

CCsp (LLC-MK?2) 616 = 51uM - - -

ICso (Epimastigotas) 218 +55uM 61 + 10 pM 16.5 + 3uM 12.7 + 2uM

LCso (Tripomastigotas) 256 + 77uM - - -

& 214 = - -

Legenda: CCsy = concentracdo capaz de causar 50% de citotoxicidade em células hospedeiras; ICsg =
concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% das formas epimastigotas; LCsq = concentracao

capaz de causar morte de 50% das formas tripomastigotas; Sel = indice de seletividade.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Efeito antiamastigota do (-)-a-bisabolol

O efeito antiamastigota do BIS foi avaliado em laminas contendo células
LLC-MK2 infectadas com Trypanosoma cruzi. Apos 24 horas de incubagédo com BIS
nas concentracdes de 10, 20 e 40 uM, as laminas foram analisadas para contagem
do numero de células infectadas e a contagem de amastigotas. As figuras 44, 45, 46
e 47 apresentam a fotomicrografia dos grupos experimentais submetidos a esse

método.
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Figura 41 — Fotomicrografia de células LLC-MK2 infectadas com formas amastigotas
de Trypanosoma cruzi cepa Y submetidas ao ensaio de atividade antiamastigota do
(-)-a-bisabolol.
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Legenda: (A); Grupo controle; (B-D) grupos tratados com (-)-a-bisabolol nas concentra¢gbes de 10, 20
e 40 uM, respectivamente. Laminas obtidas por coloracdo de Giemsa. Aumento de 200 x, usando

Microscépio Nikon Eclipse Nis e Software Nis 4.0.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observada uma reducéo do percentual de células infectadas (figura 48) e
da contagem de amastigotas por célula infectada (figura 49) em relacdo ao grupo
controle. Além disso, houve grande reducdo do indice de sobrevivéncia (Sul),
conforme apresentado na figura 50. Os valores numéricos (média + EPM) para os
trés parametros estao expressos na tabela 6. N&o foi observada diferenca estatistica

entre os grupos tratados com as trés concentracoes de BIS.
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Figura 42 — Efeito antiamastigota in vitro do (-)-a-bisabolol.
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Legenda: (A) Percentual de células LLC-MK2 infectadas; (B) contagem de amastigotas por célula
infectada; e (C) indice de sobrevivéncia dos grupos experimentais. CT = grupo controle; Os dados
foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-teste de Dunnet.

*p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6 — Valores numéricos obtidos no ensaio de atividade antiamastigota in vitro

do (-)-a-bisabolol.

Células infectadas = Amastigotas/célula indice de

(%) infectada sobrevivéncia (Sul)

Controle 86 + 2,52 13,7 £ 0,44 1179+ 21
(-)-a-Bisabolol

10 pM 61 +2,1* 10 £ 0,19* 606 + 32*
20 uM 64 +2,7* 8,7 +£0,16* 558 + 33*
40 pM 71 +4.4* 9,1 +0,72* 644 + 46*
Benzonidazol

257 uM 64,4 + 3,6* 9,4 +0,39* 603 + 67*
514 uM 48,8 + 5,5* 7,0 +0,8* 371 +£27*

Legenda: Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-

teste de Dunnet. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Recuperacédo de crescimento

Para observacdo da inducdo de morte celular por BIS em pequenos
periodos de tempo, epimastigotas foram incubados com as duas concentractes
mais altas inicialmente testadas, que demonstraram efeito pronunciado em 24 horas.
BIS foi adicionado as culturas por curtos periodos de tempo (15 minutos, 30 minutos,
1 e 2 horas) e, apés lavagem, as células foram recultivadas em meio de cultura na
auséncia de BIS. Os resultados estdo apresentados nas figuras 51, 52, 53 e 54 e
nas tabela 7 e 8.

O contato com BIS por 1 e 2 horas na concentracdo de 1000 pM foi capaz

de matar 100% dos epimastigotas apds 24 horas, o que foi mantido nos tempos de
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48 e 72 horas. Além disso, a incubagdo com a substancia na concentracdo de 500
MM durante os mesmos tempos provocou grande reducdo da densidade celular.
Além disso, no tempo de 2 horas, o percentual de células viaveis no grupo tratado
na concentracdo de 500 puM foi semelhante ao encontrado no ensaio inicial de
viabilidade celular. Dessa forma, o tempo de contato com a substancia necessario

para observacao do efeito demonstrado em 24 horas foi de apenas 2 horas.

Em menores tempos (15 e 30 minutos), as duas concentracdes de BIS
causaram reducdo da contagem das células. Os resultados indicam que a inducéo
de morte induzida por BIS e/ou a captacao dele pelas células acontece rapidamente,
sem haver necessidade da presenca da substancia no meio de cultura durante

periodos longos de tempo para observacao do efeito.

Figura 43 — Ensaio de recuperacdao de crescimento de formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi apos incubacdo com (-)-a-bisabolol.
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Legenda: Os parasitos foram incubados com BIS por (A) 2 horas; (B) 1 hora; (C) 30 minutos; e (D) 15
minutos. Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por two-way ANOVA com p0s-

teste de Dunnet. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 — Ensaio de recuperacao de crescimento de epimastigotas apés 1 e 2 horas de incubacdo com BIS.

24 horas 48 horas 72 horas
# % # % # %

Incubacgéo 1 hora

Controle 15,0+ 1,80 100 + 20,8 35,7 +4,05 100,0 + 19,6 89,3 + 4,06 100+ 7,9

BIS 500uM 4,83 +0,73* 32,2 + 8,39* 16,2 + 0,73* 45,3 + 3,53* 32,8 +£1,48* 36,8 +2,87*

BIS 1000 uM 0,0 + 0,0* 0,0 £ 0,0* 0,0 £ 0,0* 0,0 £ 0,0% 0,0 £ 0,0% 0,0 £ 0,0%
Incubacéo 2 horas

Controle 14,3+1,17 100,0 £ 14,10 31,3+2,73 100,01 + 15,08 90,3 + 4,06 100,0 + 7,78

BIS 500uM 5,67 +1,88* 39,54 + 22,70* 12,3 + 1,59* 39,4 + 8,79* 21,5 + 3,25* 23,8 £ 6,24*

BIS 1000 pM 0,0 + 0,0* 0,0 + 0,0* 0,0 + 0,0* 0,0 +0,0* 0,0 +0,0* 0,0 +£0,0*

Legenda: BIS = (-)-a-bisabolol; # = densidade celular em valores absolutos (x10° células/mL); % = viabilidade celular em valores percentuais. Os dados foram

expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 8 — Ensaio de recuperacao de crescimento de epimastigotas apds 15 e 30 minutos de incubac¢do com BIS.
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24 horas

48 horas 72 horas
# % # % # %

Incubacao 15 min

Controle 12,7+1,01 100 £ 13,9 29,8 £ 1,59 100 £ 9,23 86,0 + 3,46 100 + 6,98

BIS 500uM 7,33+0,73* 57,9 £ 9,93* 20,5 + 1,04* 68,7 £ 6,04* 44,3 + 2,33* 51,6 + 4,70*

BIS 1000 pM 2,83 + 0,60* 22,4 +8,21* 5,50 + 1,61* 18,4 + 9,33* 19,8 +1,36* 23,1 +2,75*
Incubacao 30 min

Controle 11,7 + 0,88 100 + 13,1 28,3+ 1,20 100+ 7,4 87,7+4,33 100 = 8,6

BIS 500uM 4,83 £ 0,93* 41,42 +13,8* 6,50 + 1,04* 22,9+ 6,4* 23,2+ 1,74* 26,4 + 3,4

BIS 1000 pM 0,33+0,17* 2,86 +1,5* 1,00 + 0,29* 3,53+1,8* 2,67 £ 0,60* 3,04 +1,19*

Legenda: BIS = (-)-a-bisabolol; # = densidade celular em valores absolutos (x10° células/mL); % = viabilidade celular em valores percentuais. Os dados foram
expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. *p<0,05 em relacéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Avaliacao do perfil de morte celular

As formas epimastigotas foram utilizadas para avaliacdo do perfil de morte
celular, através da marcacdo com anexina V-PE e 7-AAD. Para interpretacdo dos
dados, as células foram divididas em quatro populacfes celulares: células viaveis,
com baixo nivel de marcacdo para ambos os fluorocromos (7-AAD/AX); células
necréticas, marcadas apenas com 7-AAD (7-AAD'/AX); células apoptoticas,
marcadas apenas com anexina V-PE (7-AAD/Ax"); e células em apoptose tardia,

marcadas duplamente (7-AAD*/AX").

As células foram incubadas com BIS por 6 e 24 horas na concentracdo de
285 uM, que equivale a ICsp em 24 horas. Nesse ensaio, foi observado reducéo do
percentual de células viaveis e aumento do percentual de células marcadas com
anexina V-PE, indicando morte celular por apoptose (figura 55 e na tabela 9). Esse
aumento também €& observado pelo deslocamento das populacbes celulares,
conforme exibido na figura 56, que contém os graficos density plot de disperséo das

células.

Figura 44 — Potencial apoptotico do (-)-a-bisabolol em formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi.
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Legenda: 7-AAD/AX = células viaveis; 7-AAD'/AX = células necréticas; 7-AAD/AX" = células
apoptoticas; 7-AAD'/AX" = apoptose tardia. Os dados foram expressos como média + EPM e

avaliados por one-way ANOVA com pds-teste de Dunnet. *p<0,05 em rela¢é@o ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 45 — Perfil de morte celular induzido por (-)-bisabolol (285 pM), avaliado por
citometria de fluxo.
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Legenda: A esquerda, disperséo das células por tamanho e complexidade; a direita, dispersdo de
células por intensidade de marcagédo por anexina V-PE e 7-AAD. (A e B) Grupo controle. (C e D)
Grupo tratado com BIS por 6 horas. (E e F) Grupo tratado com BIS por 24 horas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 9 — Percentual de eventos no ensaio de avaliacdo do perfil de morte celular

por citometria de fluxo.

Eventos (%)

7-AAD/AX 7-AAD'/AX 7-AAD/AX" 7-AAD'/AX*
Controle 94,8 +0,14 2,27 + 0,05 1,82 + 0,05 1,10 + 0,08
BIS 6h 90,2 +2,21* 1,09+0,24 7,94 +£1,79* 0,81 +0,20
BIS 24h 87,5+ 1,05* 1,07 +£0,18 10,65 + 1,25* 0,77 +0,21

Legenda: BIS = (-)-a-bisabolol; 7-AAD/AX = células viaveis; 7-AAD'/AX = células necroticas; 7-AAD’
IAX" = células apoptoticas; 7-AAD'/Ax" = células em apoptose tardia. Os dados foram expressos
como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-teste de Dunnet. *p<0,05 em relacdo
ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.7 Medida de EROs citoplasméticas por citometria de fluxo

As formas epimastigotas marcadas com DCFH-DA foram submetidas a
citometria de fluxo para avaliagdo da intensidade de fluorescéncia. Pela citometria,
os dados foram apresentados por meio de um histograma, demonstrando o desvio
das populacbes celulares a direita (figura 57). Além disso, a intensidade de
fluorescéncia relativa estd apresentada na figura 58 e na tabela 10. Foi observado
um aumento da intensidade de fluorescéncia verde a partir de 2 horas de incubacao
com BIS, indicando aumento na concentracdo intracitoplasmatica de espécies

reativas de oxigénio em relagédo ao grupo controle.
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Figura 46 — Histograma de intensidade de marcacao com DCFH-DA.
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Legenda: DCF-DA = Diacetato de 2’-7’-diclorofluoresceina. Em todos os gréficos, a curva de cor cinza
representa o grupo controle. As curvas coloridas representam os grupos tratados com (-)-a-bisabolol
(285puM) por diferentes tempos. (A) Vermelho = 15 minutos; amarelo = 30 minutos; (B) laranja = 1
hora; roxo = 2 horas; e (C) azul = 6 horas; verde = 24 horas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 47 — Efeito tempo-dependente do (-)-a-bisabolol sobre o a producédo de

espécies reativas de oxigénio intracitoplasmaticas.
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Legenda: CT = grupo controle. Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-
way ANOVA com pés-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.8 Avaliacao do potencial transmembranico mitocondrial

A rodamina 123 foi utilizada no presente estudo para investigar leséo
mitocondrial em Trypanosoma cruzi induzida por BIS. As células foram avaliadas
apos 15 minutos, 30 minutos, 1, 2, 6 e 24 horas de incubacao, e foi observado uma
reducdo na intensidade de fluorescéncia a partir de 2 horas de incubacdo. Esses
dados séo visualizados pelo desvio a esquerda dos histogramas de intensidade de
marcacdo com Rho123 (figura 59) e pela reducdo da intensidade relativa de

fluorescéncia, conforme apresentado na figura 60 e na tabela 10.
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Figura 48 — Histogramas de intensidade de marcagao com Rho123.

Counts

Counts

Counts

Legenda:

controle.

100 120

80

_100 120

80

40

20

Oludadiidiiitin

10°

10
FL2 - Rho 123

_100 120

80

ol
-

ol
N.

i
10°

10
FL2 - Rho 123

Rho123 = Rodamina 123. Em todos os graficos, a curva de cor cinza representa 0 grupo

As curvas coloridas representam 0s grupos tratados com (-)-a-bisabolol (285uM) por

diferentes tempos. (A) Verde = 15 minutos; vermelho = 30 minutos; (B) roxa = 1 hora; azul claro = 2

horas; e (C) amarelo = 6 horas; azul escuro = 24 horas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 49 - Efeito tempo-dependente do (-)-a-bisabolol sobre o potencial

transmembranico mitocondrial de Trypanosoma cruzi.
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Legenda: CT = grupo controle. Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-
way ANOVA com pés-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9 Analise da hipertrofia de reservossomos

A inducdo de autofagia por BIS foi avaliada a partir da marcacdo com o
corante laranja de acridina (AO), que se acumula em regifes acidicas da célula
como os reservossomos, emitindo fluorescéncia vermelha alaranjada. No presente
estudo, as células foram tratadas com BIS (285 uM) por diferentes periodos de

tempo para avaliacdo da tumefacdo dos reservossomos.

N&o houve alteracdo significativa de intensidade de marcagcdo com AO nos
grupos tratados por 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 6 horas. Apenas ap0s
24 horas de incubacdo, foi observado aumento na intensidade de fluorescéncia
laranja, conforme apresentado nos histogramas (Figura 61) e no grafico de
intensidade relativa (Figura 62). A tabela 10 apresenta os valores de intensidade
relativa de fluorescéncia.
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Figura 50 — Histogramas de intensidade de marcacéo com AO.
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Legenda: AO = Laranja de acridina. Em todos os gréficos, a curva de cor cinza representa 0 grupo

controle. As curvas coloridas representam 0s grupos tratados com (-)-a-bisabolol (285uM) por

diferentes tempos. (A) Verde = 15 minutos; vermelho = 30 minutos; (B) roxa = 1 hora; azul claro = 2

horas; e (C) amarelo = 6 horas; azul escuro = 24 horas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 51 — Efeito tempo-dependente do (-)-a-bisabolol sobre os reservossomos de

Trypanosoma cruzi.
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Legenda: CT = grupo controle. Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-
way ANOVA com pés-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 10 — Intensidade relativa de fluorescéncia dos experimentos de citometria
usando os marcadores DCFH-DA, Rho123 e AO.

Intensidade relativa de fluorescéncia

FL, (DCFH-DA) FL, (Rho123) FLs (AO)
Controle 1,00 + 0,02 1,00 + 0,02 1,00 + 0,04
15 min 1,00 + 0,02 1,06 + 0,03 1,01+ 0,03
30 min 0,98 + 0,02 1,04 +0,01 1,06 + 0,06
1 hora 0,98 + 0,02 0,98 + 0,01 1,05 + 0,01
2 horas 1,56 + 0,08* 0,73 + 0,02* 0,98 + 0,06
6 horas 1,60 + 0,08* 0,73 +0,01* 1,06 + 0,02
24 horas 2,55 + 0,04* 0,63 + 0,01* 1,64 + 0,09*

Legenda: DCFH-DA = diacetato de 2’-7’-diclorofluoresceina; Rho123 = Rodamina 123; AO = Laranja
de acridina. Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com

pos-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.10 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Apbés 24 horas de tratamento com BIS, as formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi foram processadas e analisadas por microscopia eletrénica de
varredura. Foram observadas alteracfes ultraestruturais nos grupos tratados com
BIS, como alteracdo no formato tipico e aparecimento de poros. As alteracdes estédo

expostas na figura 63.
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Figura 52 — AlteracOes ultraestruturais induzidas por (-)-a-bisabolol em formas

epimastigotas de Trypanosoma cruzi.
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Legenda: (A) grupo controle; (B-D) epimastigotas tratados com BIS (285 pM), demonstrando

alterag8es no formato do parasito (B) e o aparecimento de poros na sua superficie (C) e (D).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.11 Avaliacéo dainfluéncia de H,O; no efeito antiparasitario do BIS

No presente estudo, a catalase foi utilizada com o objetivo de clivar
moléculas de H,O, presentes no meio de cultura. O grupo tratado apenas com a
catalase ndo apresentou efeito. Além disso, ndo foi observada diferenca entre o
grupo tratado com bisabolol na presenca ou auséncia da catalase. Esse resultado
(tabela 11) sugere que ndo ha participacdo de H,O, extracelular no efeito bioldgico

de BIS sobre epimastigotas.
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Tabela 11 — Ensaio de avaliagdo da influéncia de H,O, sobre o efeito antiparasitario

de (-)-a-bisabolol.

Viabilidade celular (%)

Controle 100 + 7,31
Catalase (25 pg/mL) 107 £ 5,17
BIS (285 uM) 51,1 + 4,46*
BIS + CAT 51,8 +5,1*

Legenda: BIS = (-)-a-bisabolol; CAT = catalase. Os dados foram expressos como média £+ EPM e
avaliados por one-way ANOVA com pés-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle. Nao

houve diferenca significativa do grupo BIS+CAT em relacéo ao grupo BIS.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.12 Docking molecular

A previsdo teodrica da interacdo entre tcGAPDH foi realizada por docking
molecular. Foi observado, conforme mostrado na figura 64, o local de interacao
encontrado para BIS foi o mesmo ocupado pela chalepina, que € um forte inibidor de
tcGAPDH. Adicionalmente, BIS apresentou interacdo com os residuos ILE13,
SER165, CYS166, HIS194 e ASN335, presentes no centro catalitico da enzima, em
distancia menor do que 3A. Dessa forma, o resultado é um forte indicativo de que
BIS pode interferir na atividade enzimética de tcGAPDH por ligacdo ao centro

catalitico dessa enzima.
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Figura 53 — Acoplamento molecular teérico do (-)-a-bisabolol sobre a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Trypanosoma cruzi por docking molecular.

I (-)-a-bisabolol

. Chalepina

Legenda: (A) Posicdo de maior escore de (-)-a-bisabolol (BIS) no sitio ativo de TcGAPDH. A posicdo

da chalepina obtida de dados cristalograficos também é mostrada para comparagao; (B) indicagao
dos residuos de aminoacidos em contato mais préximo com BIS (distancia de contato menor que 3A)

na conformacao de maior escore.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.13 Inibicdo da enzima tcGAPDH in vitro

A confirmagéo do resultado demonstrado no ensaio de docking enzimatico
foi realizada pela determinacdo da atividade enzimatica da GAPDH especifica de T.
cruzi. Foi realizado ensaio com parasitos tratados com BIS utilizando um reagente
comercial. Como resultado, foi observado que o tratamento com BIS apés 1 hora e 2
horas foi capaz de reduzir a atividade enzimatica de tcGAPDH de forma significante,
concordando com o ensaio computacional. Os resultados podem ser observados na

figura 65 e na tabela 12.
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Figura 54 — Efeito inibitério do (-)-a-bisabolol sobre a atividade enzimética da
GAPDH de Trypanosoma cruzi.

Atividade tcGAPDH (U/L)

CT 15 min 30 min 1h 2h
BIS (285 uM)

Legenda: CT = grupo controle. Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-

way ANOVA com pés-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagédo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 12 — Atividade enzimatica de tcGAPDH ap@s tratamento com (-)-a-bisabolol.

Atividade tcGAPDH (U/L)

Controle 424 + 26
BIS 15 min 415+5
BIS 30 min 390 +10

BIS 1h 238 + 21*
BIS 2h 185 + 15*

Legenda: tcGAPDH = gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase especifica de Trypanosoma cruzi; BIS =
(-)-a-bisabolol. Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com

pos-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagédo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6. DISCUSSAO

Mesmo com o amplo avanco cientifico e o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de muitas doencas, a doenca de Chagas permanece
sendo uma doenca de tratamento precario. Os poucos farmacos disponiveis no
arsenal terapéutico possuem baixa eficicia e alta toxicidade (COSTA et al., 2011).

Produtos naturais sédo fontes importantes de novos farmacos, de forma que
mais da metade dos farmacos usados na atualidade s&o derivados direta ou
indiretamente de produtos naturais (CHEUKA et al., 2016). Varias classes quimicas,
como chalconas, flavonoides e terpenos, tem demonstrado efeitos biol6gicos

diversos, despertando interesse biotecnoldégico.

O presente trabalho vem ampliar o conhecimento, através da investigacao
da atividade antiparasitaria de uma substancia proveniente de 6leos essenciais de
plantas da biodiversidade brasileira. Os 6leos essenciais sdo misturas organicas de
alta riqueza quimica, com alta diversidade quimica. As principais moléculas
presentes nessas misturas tem estrutura terpénica, e muitas delas possuem
bioatividades importantes, como atividade antimicrobiana (DOS SANTOS et al.,
2015), antioxidante (MAURYA et al., 2014), antineoplasica (FRIKECHE et al., 2015)
e anticolinesterasica (MAKWANA et al., 2015). O (-)-a-bisabolol € um sesquiterpeno
gue estd presente no Oleo essencial de diversas plantas, como camomila, salvia,
candeeiro e arnica (BUITRAGO et al., 2015).

Recentemente, BIS tem sido explorado por alguns pesquisadores como uma
possivel nova substancia leishmanicida, e tem demonstrado resultados promissores
em diferentes modelos experimentais. BIS demonstrou efeito antiparasitario sobre
formas promastigotas de Leishmania infantum (MORALES-YUSTE et al.,, 2010).
Mais recentemente, outros artigos apresentam efeito leishmanicida in vitro de BIS
sobre L. amazonensis (ROTTINI et al., 2015) e L. tropica (CORPAS-LOPEZ et al.,
2016).

Em outro trabalho realizado por CORPAS-LOPEZ et al. (2015), BIS
demonstrou efeito promissor como substancia ativa para tratamento oral de
leishmaniose visceral em camundongos. Esse resultado é de grande importancia,
pois, pela primeira vez foi descrito o efeito in vivo de BIS sobre parasitos. Esses
dados confirmam ainda que esse sesquiterpeno apresenta boa biodisponibilidade in

vivo, corroborando com outros autores que testaram bioatividades dessa substancia
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por via oral. Dentre elas, destacamos as atividades nefroprotetora (SAMPAIO et al.,
2016), gastroprotetora (BEZERRA et al., 2009) e antinociceptiva (LEITE et al., 2011).

Além disso, um trabalho recente demonstrou o efeito do bisabolol livre e
encapsulado em uma nanoparticula sobre formas sanguineas de Trypanosoma
evansi (BALDISSERA et al., 2016). Todos esses achados levaram nosso grupo de
pesquisa a investigar o efeito dessa substancia sobre as principais formas de vida de
T. cruzi, uma vez que 0s géneros Trypanosoma sp. e Leishmania sp. apresentam
diversas similaridades em sua biologia celular, ciclo biolégico e morfologia
(WHEELER; SUNTER; GULL, 2016).

Para esse trabalho, foi selecionada a cepa Y de T. cruzi, que tem como uma
das principais caracteristicas ser moderadamente resistente ao benzonidazol
(CHERKESOVA et al.,, 2014). Dessa forma, essa cepa constitui um bom modelo
para investigacdo do efeito tripanocida de substancias bioativas. Além disso, todos
0s modelos experimentais utilizados nesse trabalho dispensam a utilizagcdo de
animais de laboratério, seguindo a tendéncia de reduzir a utilizacdo desses animais
por questbes éticas. A partir da observacdo de efeitos bioldgicos in vitro, as
substancias consideradas promissoras devem ser selecionadas para realizacdo de
estudos in vivo (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004). Dentre eles, os
protocolos utilizando células cultivadas e os modelos computacionais representam
estratégias centrais para este fim (JAIN et al., 2014; UNCITI-BROCETA et al., 2015).

Inicialmente, a citotoxicidade de BIS sobre células de mamiferos foi avaliada,
para auxiliar a definir as concentracdes a serem utilizadas nos ensaios com T. cruzi.
Foram utilizadas as células LLC-MK2, que séo células epiteliais renais de macaco.
Essas células constituem uma linhagem bem estabelecida e amplamente utilizadas
para obtencédo de formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi (ADADE et al.,
2013; LIMA et al., 2016; SOARES et al.,, 2011), por possuirem boa adesdo e

permitirem alto percentual de internalizacdo e infeccdo com formas parasitarias.

A citotoxicidade foi avaliada utilizando o método do MTT, que avalia a
capacidade metabdlica de células expostas a substancias bioativas e/ou condicdes
de stress (MOSMANN, 1983). E um método de facil execucdo e boa
reprodutibilidade, e avalia a atividade enzimatica de desidrogenases citoplasmaticas
e mitocondriais (SUMANTRAN, 2011). Por esse método, foi observado que BIS

apresentou efeito citotoxico somente nas duas maiores concentracdes (1000 e 500
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puM), tendo sido obtida CCsp = 528 pM. Em estudos semelhantes, BIS também

apresentou citotoxicidade sobre células de mamiferos, em concentracdes variaveis.

Em fibroblastos da linhagem L929, foi estimada CCso = 1148,32 uM
(CORPAS-LOPEZ et al., 2015). Em macréfagos J774, foi encontrado efeito citotdxico
mais evidente, com CCsy = 14,82 pg/mL, equivalente a 66,7 uM (ROTTINI et al.,
2015). Esses resultados demonstram as diferencas existentes entre a
susceptibilidade de diferentes linhagens celulares, de acordo com caracteristicas
como o tecido de origem e a espécie. Consequentemente, as informacdes referentes
aos estudos de citotoxicidade devem ser cuidadosamente interpretadas, levando em
consideracdo principalmente a aplicacdo destinada aquela substancia ou método
(CAVALIERI et al., 2011).

A partir dos dados obtidos, BIS foi avaliado sobre formas epimastigotas de T.
cruzi, que sao as formas de vida no intestino superior dos vetores invertebrados
(DIAS; AMATO NETO; LUNA, 2011). Apesar de ndo serem as formas de vida
infectantes, sdo amplamente utilizadas em modelos experimentais para triagem de
substancias tripanocidas (ZINGALES et al., 1997). Adicionalmente, sdo facilmente
cultivadas, sem a necessidade de uso de animais de laboratério ou cultivo com
outras linhagens celulares. Essa linhagem celular € ainda de facil aplicacdo em

estudos de avaliacdo de mecanismo de acdo antiparasitaria.

BIS foi capaz de inibir a proliferacdo de formas epimastigotas de maneira
crescente e concentracdo-dependente. Ap6s 24 horas, foi observado efeito nas 3
maiores concentracdes (1000, 500 e 250 pM), com 100% de inibicAo na maior
concentracdo. Esse efeito aumenta com o tempo de incubacéo, de forma que, apés
48 e 72 horas, o percentual de viabilidade celular estava reduzido até a
concentracdo de 62,5 uM. No ultimo dia analisado (96 horas de incubacéo), todas as
concentracbes apresentaram viabilidade celular reduzida em relacdo ao grupo
controle. Esse efeito crescente também foi observado pela reducéo progressiva dos

valores de ICsp.

Os resultados obtidos para formas epimastigotas impulsionaram o interesse
em testar o efeito do BIS sobre as formas infectantes de T. cruzi. Durante o ciclo de
vida, as formas tripomastigotas estdo presentes na corrente sanguinea do homem e
de outros hospedeiros vertebrados (BERN, 2015). Estdo presentes durante a fase

aguda da doenca e, em modelos in vitro, séo formas nao-replicativas.
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No presente trabalho, as formas tripomastigotas foram obtidas do
sobrenadante de células LLC-MK2 infectadas. Esse modelo possui algumas
vantagens, como o rendimento do processo e a possibilidade de estocagem das
células obtidas (ANDREWS; COLLI, 1982; CHUNG et al., 1997). Outra caracteristica
interessante € a reducdo do sofrimento animal, uma vez que a obtencdo de
tripomastigotas de ratos ou camundongos envolve alto indice de mortalidade desses
animais, bem como necessidade de puncéao cardiaca para coleta dos tripomastigotas
sanguineos (BALDISSERA et al., 2016).

BIS demonstrou efeito sobre formas tripomastigotas de forma mais potente
do que observado para formas epimastigotas. Todas as concentracdes testadas
apresentaram efeito tripanocida apés 24 horas de tratamento. Além disso, 0s grupos
tratados nas concentracdes mais altas (250, 500 e 1000 uM) apresentaram 100% de
efeito (dados ndo mostrados). E importante ressaltar que o valor de LCsg obtido (20
uM) é aproximadamente 40 vezes inferior ao obtido para epimastigotas apos 24

horas.

Efeito semelhante foi encontrado para outras substancias terpénicas.
Deidroleucodina e helenalina, lactonas sesquiterpénicas isoladas respectivamente
das partes aéreas de Gaillardia megapotamica e Artemisia douglassiana Besser,
causaram apoptose em formas epimastigotas de T. cruzi, além de fragmentacéo de
DNA em formas epimastigotas e tripomastigotas (JIMENEZ et al., 2014). Psilostacina
e psilostacina C, isoladas de espécies do género Ambrosia spp, também apresentam

efeito tripanocida, conforme por SULSEN et al. (2016).

Terpenos de origem natural também tem sido utilizado como protétipos para
o desenvolvimento de substancias tripanocidas. Alguns exemplos incluem o
artesunato, sintetizado a partir da artemisina presente nas folhas de Artemisia annua
(OLIVERA; POSTAN; GONZALEZ, 2015); moléculas derivadas do eremantolideo C
isolado de Lychnophora trichocarpha (SAUDE-GUIMARAES; RASLAN, 2014); e
derivados sintéticos da cinaropicina, presente nas folhas de Cynara scolymus L.
(USUKI et al., 2014). Todas as substancias citadas possuem efeito sobre formas de
vida de T. cruzi e constituem estratégias de pesquisa para o desenvolvimento de

novos farmacos mais eficazes e seguros.

Ainda sobre o efeito de BIS sobre formas tripomastigotas, observamos que o

valor de LCsp encontrado no presente trabalho foi proximo ao encontrado por outros
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autores para formas promastigotas de Leishmania sp. Para L. infantum, foi obtido
LCso = 49,2 pM (MORALES-YUSTE et al, 2010); para L. tropica, 22,6 pM
(CORPAS-LOPEZ et al., 2016); e para L. amazonensis, 36,2 pM (ROTTINI et al.,
2015).

Para que uma substéncia seja considerada promissora como farmaco
citotoxico, € importante que ele apresente seletividade sobre as células-alvo, sem
lesdo celular expressiva sobre as células do hospedeiro (PENA; SCARONE;
SERRA, 2015). Dessa forma, decidiu-se avaliar o indice de seletividade (Sel) de BIS
sobre Trypanosoma cruzi em relacdo a células LLC-MK2, usada como hospedeira

nesse trabalho.

E considerado por alguns autores que substancias com Sel > 10 s&o
consideradas promissoras e podem ser direcionada para estudos posteriores de
avaliacdo de mecanismo de agcdo (KESSLER et al., 2013; MONDAL et al., 2013;
TELES et al.,, 2015). No presente trabalho, foi obtido Sel = 26,5. BIS apresentou
valores de Sel para Leishmania sp. compativeis com os observados para esse
trabalho. Dessa forma, BIS se mostra promissor como substancia ativa e/ou

protétipo de atividade antiparasitaria em tripanossomatideos.

Em hospedeiros vertebrados, as formas tripomastigotas sédo formas néo-
replicativas, de forma que necessitam invadir células e se diferenciar em células
amastigotas, que sobrevivem ao ambiente intracelular e sdo capazes de se
multiplicar (OLMO et al., 2015). Assim, as substancias consideradas para atividade
antichagasicas devem ser submetidas a avaliacdo do efeito antiamastigota. Esses
resultados podem sugerir a eficacia de uma substancia de interesse sobre as formas

cronicas da DC.

Nesse trabalho, o efeito antiamastigota foi avaliado por um método
previamente descrito por alguns autores (FONSECA-BERZAL et al., 2013;
MASSARICO SERAFIM et al., 2014), desenhado para selecionar novas substancias
bioativas como opc¢éo para o tratamento de formas cronicas de doencas causadas
por tripanossomatideos reduzindo o uso de animais de laboratorio. O nivel de
infectividade de uma substancia pode ser avaliado principalmente pelo nimero de

células infectadas e pelo nimero de amastigotas presentes nessas células.

BIS foi testado sobre formas amastigotas em trés concentracdes,

selecionadas a partir do ensaio de atividade sobre tripomastigotas. Foram
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selecionadas as concentracdes referentes a LCsp (20 uM), a metade e o dobro dessa
concentracdo. Em todas as concentragOes testadas, BIS foi capaz de reduzir tanto o
percentual de células infectadas como a quantidade de amastigotas por célula
infectada. N&o foi observada diferenca de efeito antiamastigota entre as trés
concentracOes testadas, indicando que, nessa faixa de concentracdo, ndo existe
uma relacdo concentracdo-efeito. E importante ressaltar que esses resultados foram
encontrados em concentracdes que nao causaram efeito citotéxico sobre células
hospedeiras, indicando que BIS foi capaz de impedir a proliferacéo intracelular de
amastigotas sem leséo da célula hospedeira.

Adicionalmente, o efeito antiamastigota foi expresso por meio da estimativa
do indice de sobrevivéncia (Sul), que tem sido utilizado para comparar o efeito de
diferentes substancias tripanocidas e leishmanicida (LIMA et al., 2016;
TESSAROLO, 2016). O Sul é utilizado como estimativa matematica da capacidade
de uma substancia em remover parasitos de uma célula hospedeira (DUTRA et al.,
2005).

A partir dos dados obtidos nos estudos iniciais, decidiu-se avaliar o
mecanismo de acdo antiparasitaria de BIS, utlizando formas epimastigotas.
Inicialmente, foi avaliado o efeito da substancia sobre a indu¢do de morte em T. cruzi
ap0s pequenos periodos de tempo, através do ensaio de recuperacdo de
crescimento. Foi verificado que, ap6s apenas alguns minutos de incubacédo, BIS
induziu a ativacdo de mecanismo de morte celular nos parasitos, que aconteceu
mesmo apdés remocdo da substancia. Esses resultados demonstram que BIS é
capaz de induzir rapidamente mecanismos irreversiveis de morte celular. Além
disso, é possivel ainda que BIS seja rapidamente internalizado pelas células,
conforme é observado por Darra et al. (2008) para células leucémicas. Nesse
trabalho, é demonstrado que o efeito antineoplasico de BIS est4 associado a rapida

internalizacao celular.

Em seguida, o mecanismo de morte celular foi avaliado utilizando os corantes
fluorescentes 7-AAD e anexina V/PE (KUMAR et al., 2015). Esse método permite a
divisdo de células suspensas em diferentes populacdes: células viaveis, que nao
estdo marcadas por nenhum dos fluorocromos; as células necréticas, marcadas
unicamente com 7-AAD; e as células apoptéticas, marcadas unicamente com Ax/PE.

As células com marcacdo dupla sédo consideradas em apoptose tardia (ou em
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necrose secundaria), uma vez que ndo é possivel determinar se a marcagdo com
AX/PE representa externalizacdo de fosfatidilserina ou a marcacao interna devido a

lesdo da membrana celular (MELLO et al., 2014).

Apbs 6 e 24 horas de incubacdo, foi observado que BIS causou marcacao de
células com AX/PE, indicanto externalizacdo de fosfatidilserina. Essa molécular é um
fosfolipidio presente no folheto interno da membrana celular em células viaveis.
Quando as células sdo induzidas a entrar em apoptose, ha a externalizacdo de
fosfatidilserina, com o objetivo de sinalizar a fagocitose dessas células (ATALE et al.,
2014).

Concordando com nossos resultados, foi previamente descrito o efeito pro-
apoptotico do bisabolol sobre algumas linhagens celulares. BIS foi capaz de induzir
apoptose em células HEPG2 através das vias intrinseca e extrinseca (CHEN et al.,
2010a). Ceélulas leucémicas primarias também foram incubadas com BIS,
demonstrando lesdo mitocondrial e apoptose (DA SILVA et al., 2010). Além disso,
BIS causou degradacdo de DNA em escada, lesdo mitocondrial e clivagem de PARP
(poly(ADP-ribose) polymerase) em células de glioma (CAVALIERI et al.,, 2004),
alteracdes caracteristicas da apoptose. Em parasitos, também foi previamente
observado efeito pré-apotico de BIS, conforme descrito para Leishmania major e L.
tropica (CORPAS-LOPEZ et al., 2016), através de interferéncia na funcéo

mitocondrial e stress oxidativo.

Apos revisdo de literatura, foi observado que a ocorréncia de stress oxidativo
e alteragdo da fungdo mitocondrial estdo comumente associadas com o efeito
biolégico do bisabolol. Por isso, foram realizadas andlises por citometria de fluxo
para avaliar a participacdo desses mecanismos no efeito tripanocida do BIS. Foram
realizados experimentos tempo-dependente, com o objetivo de investigar a

sequéncia de eventos que causam morte das células de Trypanosoma cruzi.

Para avaliacdo do stress oxidativo citoplasmatico, foi utilizado o DCFH-DA,
que é internalizado pelas células e convertido em produto fluorescente na presenca
de espécies reativas de oxigénio no citoplasma (SILVEIRA, 2004). N&o foi
observada alteracdo apos os primeiros minutos de incubacédo (15, 30 e 60 minutos).
A partir das 2 horas, foi observado aumento da intensidade de fluorescéncia,
demonstrando inducdo de stress oxidativo. Esse efeito progride a medida que o

tempo de incubagcédo aumenta.
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Em seu ciclo biolégico, T. cruzi precisa lidar com diferentes microambientes
redox, por conta de habitar compartimentos biolégicos bastante distintos. Dessa
forma, esse parasito possui um extenso e diferenciado mecanismo de detoxificacao,
que atua com o objetivo de protegé-lo do ataque de moléculas oxidantes (IRIGOIN
et al., 2008). Nesse contexto, um dos principais alvos farmacolégicos que tem sido
estudado para o desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos € a

interferéncia nesses mecanismos antioxidantes (GUDDAT, 2011).

Algumas enzimas detoxificantes tem se destacado na pesquisa farmacoldgica
como alvos para novos farmacos, como a tripanotiona redutase, que realiza a
reciclagem das moléculas de tripanotiona. Essa molécula exerce em parasitos a
mesma funcdo da glutationa humana (KHAN, 2007). Outros exemplos incluem a
peroxirredoxina e a superoxido dismutase dependente de Ferro (Fe-SOD)
(PIACENZA et al.,, 2012). Combinados, esses mecanismos S&80 essenciais para
manutencdo da viabilidade celular de T. cruzi. Nossos achados indicam que BIS

parece interferir de maneira efetiva sobre o status redox desse parasito.

Os experimentos tempo-dependentes realizados utilizando rodamina 123
demonstraram resultado semelhante ao encontrado com DCF. A partir de 2 horas,
observou-se reducdo do acumulo de corante nas mitocondrias, indicando perda de
integridade da membrana mitocondrial. Essa organela, participando do processo de
producdo de energia, é de extrema importancia para a sua sobrevivéncia
(JOHNSON et al., 1980). Além disso, perturbacbes na funcdo mitocondrial estdo

associadas a mecanismos especificos de morte celular.

A morte celular por apoptose € considerada por muitos autores como um
mecanismo importante para a interferéncia de substancias ativas. Em relacdo as
vias de indugdo de apoptose, a lesdo mitocondrial € o principal evento relacionado a
ativacdo de apoptose pela via intrinseca (VAKIFAHMETOGLU-NORBERG;
OUCHIDA; NORBERG, 2017). A inducao de lesdes criticas no metabolismo celular
provoca lesdo da membrana mitocondrial, com consequente liberacdo de material
pO-apoptotipo para o citosol, como o citocromo ¢ e o fator indutor de apoptose
(CHRISTENSEN et al., 2013). Esses eventos promovem a ativacdo de
metacaspases em Trypanosoma cruzi e consequentemente o gatilho de

mecanismos apoptoticos efetores.

Como citado anteriormente, os efeitos bioldégicos de BIS em alguns modelos
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experimentais estdo associados com lesdo mitocondrial e indugéo de apoptose pela
via intrinseca, como observado para linhagens de célula de cancer, a exemplo de
linhagem celular de leucemia HL60 (BASURCO et al.,, 1995) e de glioblastoma
(DARRA et al.,, 2008). Adicionalmente, efeito semelhante foi identificado para
espécies de Leishmania sp. (CORPAS-LOPEZ et al., 2015, 2016; ROTTINI et al.,
2015).

Além dos eventos necréticos e apoptoticos classicos, sédo identificados
mecanismos de morte celular que ndo se classificam como necrose ou apoptose,
como a autofagia. De forma fisiol6gica, a autofagia é considerada o mecanismo mais
utilizado por células eucaridticas para reciclagem de proteinas e organelas
(ALVAREZ; NIEMIROWICZ; CAZZULO, 2012). Durante esse processo, porc¢des do
citoplasma sdo captadas por vesiculas, chamadas de autofagossomas. Essas
vesiculas se fundem aos lisossomos, com subsequente destruicdo do conteudo

vesicular por hidrolases lisossomais (KRYSKO et al., 2008).

Dessa forma, um dos eventos que caracterizam a autofagia é o aumento do
tamanho de vesiculas acidicas, como resposta a fusdo entre autofagossomas e
lisossomos. Em T. cruzi, as estruturas responsaveis pela funcdo lisossomal séo
chamadas de reservossomos (PORTO-CARREIRO et al.,, 2000). A utilizacdo da
laranja de acridina é de grande utilidade, uma vez que esse corante é capaz de

emitir fluorescéncia especifica em compartimentos acidicos.

Foi observado aumento da marcacdo com laranja de acridina apenas apos 24
horas de incubagdo com BIS. Esse resultado sugere que, apesar de nao estar
associada ao mecanismo de acao primario do bisabolol sobre T. cruzi, a autofagia
pode estar envolvida de forma tardia. Ainda, ndo é claro se a autofagia pode ser
causada diretamente pela acdo do bisabolol ou de maneira secundaria a formacéao

de corpos apoptoticos.

Quando as formas epimastigotas tratadas com bisabolol foram submetidas a
avaliacdo por microscopia eletrbnica de varredura, foram observadas alteracfes
estruturais na sua topografia. Uma das principais alteracdes observadas foi o
aparecimento de deformacdes na membrana plasmatica, com o aparecimento de

estruturas semelhantes a poros.

N&o é comum a observacdo de lesbes de membrana associadas a apoptose,

uma vez que perca da integridade de membrana € caracteristica de outros
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mecanismos de morte celular, como necrose e autofagia (KRYSKO et al., 2008). As
imagens obtidas estdo em concordancia com o resultado obtido com laranja de
acridina. Dessa forma, como a analise por MEV foi realizada ap6s 24 horas de
incubacédo, € possivel que esse resultado reflita os estagios tardios de morte celular
induzidos por BIS.

Com o objetivo de investigar a participacdo de peroxido de hidrogénio no
efeito biolégico de T. cruzi, foi realizado ensaio de bloqueio farmacol6gico com
catalase. Essa enzima estd4 ausente em tripanossomatideos e, em alguns casos,
essa deficiéncia enzimética é considerada importante para a acdo antiparasitaria de
substancias bioativas (BOVERIS et al., 1980).

No presente estudo, nao foi observada diferenca estatisticamente significativa
nas células tratadas com BIS na presenca de catalase. Esse resultado sugere que
ndo existe a participacdo de H,O, no efeito, e sim de outras espécies reativas de
oxigénio. Entretanto, uma limitacdo desse método é que a catalase adicionada fica
restrita ao ambiente extracelular. Dessa forma, € possivel que o peroxido de
hidrogénio produzido dentro da célula ndo esteja disponivel para acdo da catalase.
Para esclarecimento dessa questdo, pode ser realizado estudo de expresséo

recombinante da enzima em T. cruzi (JIA et al., 2016).

Em seguida, foi investigado o efeito do bisabolol sobre a atividade enzimatica
da enzima GAPDH de T. cruzi. Ela foi escolhida por se tratar de uma enzima
essencial para a sobrevivéncia de T. cruzi em formas tripomastigotas e amastigotas
(NICHOLLS; LI; LIU, 2012). Além disso, € considerada um alvo farmacol6gico
promissor para o desenvolvimento de farmacos antichagasicos seletivos, uma vez
gque € uma enzima drasticamente diferente da encontrada em hospedeiros
vertebrados (MENEZES et al., 2003b).

Foi realizada uma abordagem in silico, com o objetivo de avaliar de forma
tedrica a interacdo de BIS com a enzima. O resultado obtido demonstrou possivel
ligagdo, com interacdo de BIS em residuos de aminoacidos presentes no sitio
catalitico. Além disso, o local de ancoragem de BIS na enzima foi semelhante ao
ocupado pela chalepina, um potente inibitor de tcGAPDH. Esse resultado sugere

gue BIS é capaz de interferir na atividade dessa enzima.

Apesar de se conhecer a importancia da GAPDH no metabolismo de T. cruzi,

0 mecanismo da reacdo catalisada por essa enzima ndao € completamente
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esclarecido. As principais teorias sobre esse possivel mecanismo levam em
consideracdo a conformacdo do substrato gliceraldeido-3-fosfato e a ligacdo a

aminoacidos especificos no sitio catalitico da enzima (REIS et al., 2013).

Em todos eles, a ligagdo do substrato a enzima acontece por ataque
nucleofilico do residuo CYS166 ao carbono C1 de G3P (REIS et al., 2013). Dessa
forma, esse residuo é considerado essencial para a atividade enzimatica. A
interacao tedrica de BIS com esse residuo constitui um dado importante, que pode
indicar que esse terpeno seja um potencial inibidor. Adicionalmente, foi observado
por Silva et al. (2010) que um grupo de compostos de ruténios doadores de Oxido
nitrico provocam efeito tripanocida por nitrosilacdo do residuo CYS166 presente em

tcGAPDH, com consequente inibicdo enzimatica.

Entretanto, o ensaio de docking, por constituir um modelo computacional,
possui algumas limitacdes, ndo sendo capaz isoladamente de comprovar a real
inibicdo enziméatica de BIS sobre tcGAPDH (PIERCE et al., 2014). Dessa forma, foi
realizada o isolamento e determinacéo da atividade dessa enzima ap0s tratamento
com BIS, para confirmar o resultado obtido pelo método de docking molecular. O
resultado obtido corroborou com os dados computacionais, tendo sido confirmado
que BIS causou inibicdo enzimatica apos 1 e 2 horas de incubacéo.

Por fim, o presente trabalho caracterizou pela primeira vez o efeito
antiparasitario do (-)-a-bisabolol sobre as formas de vida de Trypanosoma cruzi in
vitro. O presente trabalho abre perspectivas para o desenvolvimento de novos
farmacos antichagasicos, bem como de ferramentas farmacoldgicas uteis no

desenvolvimento cientifico e tecnolégico no campo de estudo.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, o alcool sesquiterpeno (-)-a-bisabolol apresenta efeito
antiparasitario sobre as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas da
cepa Y de Trypanosoma cruzi, com alta seletividade e baixa toxicidade em células
hospedeiras. Seu efeito biolégico estd associado a inducdo de apoptose com
aumento de espécies reativas de oxigénio intracelulares e alteracdo do potencial
transmembranico mitocondrial. Além disso, a inducdo de autofagia parece estar
associada de forma tardia. Por fim, BIS demonstrou a capacidade de inibir a
atividade enzimatica de tcGAPDH, o que pode estar relacionado a seu efeito

antiparasitario.



121

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADADE, C. M. et al. Melittin peptide kills Trypanosoma cruzi parasites by inducing
different cell death pathways. Toxicon, v. 69, p. 227-239, 2013.

ADADE, C. M.; SOUTO-PADRON, T. Contributions of Ultrastructural Studies to the
Cell Biology of Trypanosomatids : Targets for Anti-Parasitic Drugs. The Open
Parasitology Journal, v. 4, p. 178-187, 2010.

AGATONOVIC-KUSTRIN, S. et al. Rapid evaluation and comparison of natural
products and antioxidant activity in calendula, feverfew, and German chamomile
extracts. Journal of Chromatography A, v. 1385, p. 103-110, 2015.

ALVAREZ, V. E.; NIEMIROWICZ, G. T.; CAZZULO, J. J. The peptidases of
Trypanosoma cruzi: Digestive enzymes, virulence factors, and mediators of
autophagy and programmed cell death. Biochimica et Biophysica Acta - Proteins
and Proteomics, v. 1824, n. 1, p. 195-206, 2012.

ANDREWS, N.; COLLI, W. Adhesion and interiorization of Trypanosoma cruzi in
mammalian cells. J Protozool., v. 29, n. 2, p. 264-269, 1982.

ANTUNES, A. P. et al. Benznidazole therapy for Chagas disease in asymptomatic
Trypanosoma cruzi -seropositive former blood donors: evaluation of the efficacy of
different treatment regimens. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 49, n. 6, p. 713-720, 2016.

ARAUJO-JORGE, T. C.; CASTRO, S. L. DE. Planejamento de experimentos e
escolha dos modelos: hospedeiro e parasita. In: Doenca de chagas: manual para

experimentacdo animal [online]. [s.l: s.n.]. p. 175-196.

ARAUJO-JORGE, T. C.; CASTRO, S. L. DE. Obtencéo de Células de Camundongo
para estudos in vitro em cultivo primario. In: Doenc¢a de chagas: manual para

experimentagdo animal [online]. [s.]: s.n.]. p. 288-314.

ARCHANA, M.; YOGESH, T. L.; KUMARASWAMY, K. L. Various methods available
for detection of apoptotic cells--a review. Indian journal of cancer, v. 50, n. 3, p.
274-83, 2013.

ATALE, N. et al. Cell-death assessment by fluorescent and nonfluorescent cytosolic

and nuclear staining techniques. Journal of Microscopy, v. 255, n. 1, p. 7-19, 2014.



122

BALDISSERA, M. D. et al. A nanotechnology based new approach for Trypanosoma
evansi chemotherapy: In vitro and vivo trypanocidal effect of (-)-a-bisabolol.
Experimental Parasitology, v. 170, p. 156-160, 2016.

BALDISSERA, M.; GRANDO, T.; SOUZA, C. Nerolidol nanospheres increases its
trypanocidal efficacy against Trypanosoma evansi: New approach against
diminazene aceturate resistance and toxicity. Experimental, v. 166, p. 144-149,
2016.

BASURCO, B. et al. Antigenotoxicity, Cytotoxicity, and Apoptosis Induction by
Apigenin, Bisabolol, and Protocatechuic Acid Jaouad. Journal of Medicinal Food, v.
14, n. 3, p. 276-283, 1995.

BERN, C. Chagas’ Disease. The new england journal of medicine, v. 375, n. 5, p.
456-466, 2015.

BEZERRA, S. B. et al. Bisabolol-induced gastroprotection against acute gastric
lesions: role of prostaglandins, nitric oxide, and KATP+ channels. Journal of
medicinal food, v. 12, n. 6, p. 1403-1406, 2009.

BOVERIS, A et al. Deficient metabolic utilization of hydrogen peroxide in
Trypanosoma cruzi. The Biochemical journal, v. 188, n. 3, p. 643-648, 1980.

BRAGA, K. M. DA S. et al. CITOMETRIA DE FLUXO: HISTORICO, PRINCIPIOS
BASICOS E APLICACOES EM PESQUISA. Enciclopédia Biosfera, v. 13, n. 23, p.
305-319, 2016.

BRASIL. Boletim Epidemioldgico. Boletim Epidemioldgico, v. 46, n. 21, p. 1-9,
2015.

BREITMAIER, E. Terpenes: importance, general structure and biosynthesis. In:

Terpenes. [s.l: s.n.].

BUISSON, J.; BASTIN, P. Flagellum Structure and Function in Trypanosomes. In:
SOUZA, W. DE (Ed.). . Structures and Organelles in Pathogenic Protists. Rio de
Janeiro: Springer, 2008. p. 63—86.

BUITRAGO, A. et al. Essential oil composition and antimicrobial activity of Vismia
macrophylla leaves and fruits collected in Tachira-Venezuela. Natural Product
Communications, v. 10, n. 2, p. 375-377, 2015.

CANCADO, J. R. Long term evaluation of etiological treatment of Chagas disease



123

with Benznidazole. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 44, p. 29-37, 2002.

CAROD-ARTAL, F. J.; GASCON, J. Chagas disease and stroke. The Lancet
Neurology, v. 9, n. 5, p. 533-542, 2010.

CASTRO, S. L. DE et al. Avaliagédo de Parametros Parasitologicos e de Mortaldade.
In: ARAUJO-JORGE, T. C.; CASTRO, S. L. DE (Eds.). . Doenca de chagas:
manual para experimentacado animal [online]. Rio de Janeiro: FIOCRUZ, 2000. p.
219-236.

CAVALIERI, E. et al. a-Bisabolol, a nontoxic natural compound, strongly induces
apoptosis in glioma cells. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 315, n. 3, p. 589-594, 2004.

CAVALIERI, E. et al. Pro-apoptotic activity of a-bisabolol in preclinical models of
primary human acute leukemia cells. Journal of translational medicine, v. 9, n. 1,
p. 45, 2011,

CAZARIN, K. C. C.; CORREA, C. L.; ZAMBRONE, F. A. D. Reducéo, refinamento e
substituicdo do uso de animais em estudos toxicologicos: uma abordagem atual.

Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 40, n. 3, p. 289-299, 2004.

CHATELAIN, E. Chagas Disease Drug Discovery: Toward a New Era. J Biomol
Screen, v. 20, n. 1, p. 22-35, 2015.

CHATELAIN, E. Chagas Disease Research and Development: Is There Light at the
End of the Tunnel? Computational and Structural Biotechnology Journal, v. 15,
p. 98-103, 2016.

CHELESKI, J. et al. Expression, purification and kinetic characterization of His-
tagged glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from Trypanosoma cruzi.
Protein Expression and Purification, v. 76, n. 2, p. 190-196, 2011.

CHEN, W. et al. a-Bisabolol induces dose- and time-dependent apoptosis in HepG2
cells via a Fas- and mitochondrial-related pathway, involves p53 and NFkB.
Biochemical Pharmacology, v. 80, n. 2, p. 247-254, 2010a.

CHEN, X. et al. 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein as a fluorescent probe for reactive
oxygen species measurement : Forty years of application and controversy. Free
Radical Research, v. 44, n. 6, p. 587-604, 2010b.

CHERKESOVA, T. S. et al. Sequence variation in CYP51A from the y strain of



124

Trypanosoma cruzi alters its sensitivity to inhibition. FEBS Letters, v. 588, n. 21, p.
3878-3885, 2014.

CHEUKA, P. et al. The Role of Natural Products in Drug Discovery and Development
against Neglected Tropical Diseases. Molecules, v. 22, n. 1, p. 58, 2016.

CHRISTENSEN, M. E. et al. Flow cytometry based assays for the measurement of
apoptosis-associated mitochondrial membrane depolarisation and cytochrome ¢
release. Methods, v. 61, n. 2, p. 138-145, 2013.

CHUNG, M. C. et al. Synthesis and in vitro evaluation of potential antichagasic
dipeptide prodrugs of primaquine. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 86, n.
10, p. 1127-1131, 1997.

CORPAS-LOPEZ, V. et al. (-)-a-Bisabolol, a Promising Oral Compound for the
Treatment of Visceral Leishmaniasis. Journal of Natural Products, p.
150615150117007, 2015.

CORPAS-LOPEZ, V. et al. The sesquiterpene (-)-a-bisabolol is active against the
causative agents of Old World cutaneous leishmaniasis through the induction of
mitochondrial-dependent apoptosis. Apoptosis : an international journal on
programmed cell death, v. 21, n. 10, p. 1071-81, 2016.

CORREA, J. M. DA et al. Estimated Chagas’'Disease mortality rate and cardiac and
digestive sequelae incidence rate, Brazil, 2008 Estimativa de taxa de mortalidade e
taxa de incidéncia de sequelas cardiacas e digestivas por doenca de Chagas no
Brasil, 2008*. Epidemiologia e Servi¢cos de Saude, Dez 2014, v. 23, n. 4, p. 711—-
720, 2014.

COSTA, E. G. et al. Acute Chagas Disease in the Brazilian Amazon: Epidemiological

and clinical features. International Journal of Cardiology, p. 8-10, 2017.

COSTA, M. et al. Doenca de chagas: uma reviséo bibliografica. Biological
Sciences, 2011.

COSTARELLLI, L. et al. In Vivo Effect of a-Bisabolol, a Nontoxic Sesquiterpene
Alcohol, on the Induction of Spontaneous Mammary Tumors in HER-2/neu
Transgenic Mice. Oncology Research Featuring Preclinical and Clinical Cancer
Therapeutics, v. 18, n. 9, p. 409-418, 2010.

COURA, J. R. Chagas disease: what is known and what is needed--a background



125

article. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 102 Suppl, n. August, p. 113-122,
2007.

COURA, J. R.; BORGES-PEREIRA, J. Chagas disease: What is known and what
should be improved: a systemic review. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v. 45, n. 3, p. 286—-296, 2012.

COURA, J. R.; DE CASTRO, S. L. A critical review on chagas disease
chemotherapy. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 97, n. 1, p. 3-24, 2002.

COURA, J. R.; VINAS, P. A.; JUNQUEIRA, A. C. V. Ecoepidemiology, Short history
and control of chagas disease in the endemic countries and the new challenge for
non-endemic countries. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 109, n. 7, p. 856—
862, 2014.

CUNHA-E-SILVA, N. et al. Reservosomes: Multipurpose organelles? Parasitology
Research, v. 99, n. 4, p. 325-327, 2006.

CUNHA-FILHO, M. et al. Recentes avancos no tratamento da doenca de Chagas.
Brasilia Med, v. 49, n. 4, p. 279-283, 2012.

DA SILVA, A. P. et al. Antitumor activity of (-)-alpha-bisabolol-based
thiosemicarbazones against human tumor cell lines. European journal of medicinal
chemistry, v. 45, n. 7, p. 2987-2993, 2010.

DARRA, E. et al. Insight into the apoptosis-inducing action of a-bisabolol towards
malignant tumor cells: Involvement of lipid rafts and Bid. Archives of Biochemistry
and Biophysics, v. 476, n. 2, p. 113-123, 2008.

DAVANCO, M. G. FARMACOCINETICA DO BENZNIDAZOL ADMINISTRADO EM
COELHOS NA FORMA DE COMPRIMIDOS DE LIBERACAO IMEDIATA E
COMPRIMIDOS DE LIBERACAO PROLONGADA. [s.l.] Universidade Estadual
Paulista, 2015.

DE LANA, M.; MARTINS-FILHO, O. A. Revisiting the posttherapeutic cure criterion in
chagas disease: Time for new methods, more questions, doubts, and polemics or
time to change old concepts? BioMed Research International, v. 2015, p. 1-10,
2015.

DE SIQUEIRA, R. J. B. et al. (-)-a-Bisabolol inhibits preferentially electromechanical

coupling on rat isolated arteries. Vascular Pharmacology, v. 63, n. 1, p. 37-45,



126

2014.

DEDAVID, B. A.; GOMES, C. I.; MACHADO, G. Microscopia Eletrénica de

Varredura: Aplicacéo e preparacado de amostras. Porto Alegre: [s.n.].

DEGENHARDT, J. et al. Attracting friends to feast on foes: Engineering terpene
emission to make crop plants more attractive to herbivore enemies. Current Opinion
in Biotechnology, v. 14, n. 2, p. 169-176, 2003.

DIAS, E. Técnica do xenodiagndstico na molestia de Chagas. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 35, n. 2, p. 335-345, 1940.

DIAS, J. C. P. et al. Il Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015. Epidemiol.
Serv. Saude, Brasilia, v. 25, p. 7-86, 2016.

DIAS, J. C. P.; AMATO NETO, V.; LUNA, E. J. DE A. Artigo de Opinido / Opinion
Article Mecanismos alternativos de transmisséao do Trypanosoma cruzi no Brasil e
sugestdes para sua prevencéao Alternative transmission mechanisms of
Trypanosoma cruzi in Brazil and proposals for their prevention. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 44(3):375-379, v. 44, n. 3, p. 375-379,
2011.

DIKALQV, S.; GRIENDLING, K. K.; HARRISON, D. G. Measurement of Reactive
Oxygen Species in Cardiovascular Studies. Hypertension, v. 49, p. 717-727, 2007.

DO BRASIL, P. E. A. A.; CASTRO, R.; DE CASTRO, L. Commercial enzyme-linked
immunosorbent assay versus polymerase chain reaction for the diagnosis of chronic
Chagas disease: a systematic review and meta-analysis. Memorias Do Instituto
Oswaldo Cruz, v. 111, n. 1, p. 1—+, 2016.

DOCAMPO, R. et al. New insights into roles of acidocalcisomes and contractile
vacuole complex in osmoregulation in protists. International Review of Cell and
Molecular Biology, v. 305, p. 69-113, 2013.

DOONAN, F.; COTTER, T. G. Morphological assessment of apoptosis. Methods, v.
44, n. 3, p. 200-204, 2008.

DOS SANTOS, N. O. et al. Assessing the chemical composition and antimicrobial
activity of essential oils from Brazilian plants - Eremanthus erythropappus
(Asteraceae), Plectrantuns barbatus, and P. amboinicus (Lamiaceae). Molecules, v.
20, n. 5, p. 8440-8452, 2015.



127

DUTRA, J. M. F. et al. Role of small GTPases in Trypanosoma cruzi invasion in
MDCK cell lines. Parasitology Research, v. 96, n. 3, p. 171-177, 2005.

FILIGHEDDU, M. T.; GORGOLAS, M.; RAMOS, J. M. Enfermedad de Chagas de
transmision oral. Medicina Clinica, v. 148, n. 3, p. 125-131, 2017.

FONSECA-BERZAL, C. et al. Selective activity of 2,4-diaryl-1,2,3,4-
tetrahydroquinolines on Trypanosoma cruzi epimastigotes and amastigotes
expressing B-galactosidase. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, v. 23, n.
17, p. 4851-4856, 2013.

FRIKECHE, J. et al. Research on the immunosuppressive activity of ingredients
contained in sunscreens. Archives of Dermatological Research, v. 307, n. 3, p.
211-218, 2015.

GASCON, J.; BERN, C.; PINAZO, M. J. Chagas disease in Spain, the United States
and other non-endemic countries. Acta Tropica, v. 115, n. 1-2, p. 22-27, 2010.

GUDDAT, L. Drug targets for the treatment of protozoan parasitic diseases. Current
Topics in Medicinal Chemistry, v. 11, n. 16, p. 1-2, 2011.

HARRIS, M. T.; MITCHELL, W. G.; MORRIS, J. C. Targeting protozoan parasite
metabolism: glycolytic enzymes in the therapeutic crosshairs. Current medicinal
chemistry, v. 21, n. 15, p. 1668-1678, 2014.

HASSLOCHER-MORENO, A. M. et al. Safety of benznidazole use in the treatment of
chronic Chagas’ disease. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 67, n. 5, p.
1261-1266, 2012.

http://lwww.abcam.com/ps/CMS/Images/Flow-Cytometry-how%20it%20works-
Diagram.jpg.

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/235474?lang=pt&region=
BR.

https:/lwww.atcc.org/Products/All/CCL-7.aspx#documentation. Disponivel em:

<https://www.atcc.org/Products/All/CCL-7.aspx#documentation>.

https://www.einstein.yu.edu/research/facilities/facs/page.aspx?id=22637.
Disponivel em:
<https://www.einstein.yu.edu/research/facilities/facs/page.aspx?id=22637>. Acesso
em: 2 jan. 2017.



128

https://www.rndsystems.com/resources/protocols/analysis-cell-viability-using-
7-amino-actinomycin-d-7-aad. Disponivel em:
<https://www.rndsystems.com/resources/protocols/analysis-cell-viability-using-7-

amino-actinomycin-d-7-aad>. Acesso em: 2 jan. 2017.

IANNI, B. M.; MADY, C.; PAULO, S. Terapéutica da Forma Cronica da Doenca de
Chagas . E Eficaz o Tratamento Etioldgico ? Arquivos Brasileiros de Cardiologia,
v.70,n.n°1, p. 59-61, 1998.

IRIGOIN, F. et al. Insights into the redox biology of Trypanosoma cruzi:
Trypanothione metabolism and oxidant detoxification. Free Radical Biology and
Medicine, v. 45, n. 6, p. 733-742, 2008.

JAIN, V. et al. Cationic Nanoemulsions Bearing Ciprofloxacin Surf-Plexes Enhances
Its Therapeutic Efficacy in Conditions of E. coli Induced Peritonitis and Sepsis.
Pharmaceutical Research, p. 2630-2642, 2014.

JIA, X. et al. Cloning, Expression, and Characterization of a Novel Thermophilic
Monofunctional Catalase from Geobacillus sp. CHB1. BioMed Research
International, v. 2016, p. 1-8, 2016.

JIANG, S. et al. Involvement of mitochondrial permeability transition pore opening in
7-xylosyl-10-deacetylpaclitaxel-induced apoptosis. Planta Medica, v. 77, n. 10, p.
1005-1012, 2011.

JIMENEZ, V. et al. Natural sesquiterpene lactones induce programmed cell death in
Trypanosoma cruzi: A new therapeutic target? Phytomedicine : international
journal of phytotherapy and phytopharmacology, v. 21, n. 11, p. 1411-1418,
2014.

JOHNSON, L. V et al. Localization of mitochondria in living cells with rhodamine 123.
Froc. Natl. Acad. Sc. USA Cell Biology, v. 77, n. 2, p. 990-994, 1980.

JURBERG, J. et al. Atlas Iconografico dos Triatomineos do Brasil (Vetores da
Doenca de Chagas)Rio de JaneiroFIOCRUZ, , 2014.

KESSLER, R. L. et al. Trypanosoma cruzi Response to Sterol Biosynthesis Inhibitors:
Morphophysiological Alterations Leading to Cell Death. PLoS ONE, v. 8, n. 1, 2013.

KHAN, M. O. F. Trypanothione reductase: a viable chemotherapeutic target for

antitrypanosomal and antileishmanial drug design. Drug target insights, v. 2, n.



129

1999, p. 129-146, 2007.

KIM, J. et al. Enhanced topical delivery of small hydrophilic or lipophilic active agents
and epidermal growth factor by fractional radiofrequency microporation.
Pharmaceutical Research, v. 29, n. 7, p. 2017-2029, 2012.

KOH, C. Y.; KINI, R. M. From snake venom toxins to therapeutics - Cardiovascular
examples. Toxicon, v. 59, n. 4, p. 497-506, 2012.

KOLLIKER-FRERS, R. A. et al. Chagas disease prevalence in pregnant women:
Migration and risk of congenital transmission. Journal of Infection in Developing
Countries, v. 10, n. 9, p. 895-901, 2016.

KRYSKO, D. V. et al. Apoptosis and necrosis: Detection, discrimination and
phagocytosis. Methods, v. 44, n. 3, p. 205-221, 2008.

KUMAR, G. et al. Flow cytometry evaluation of in vitro cellular necrosis and apoptosis
induced by silver nanoparticles. Food and Chemical Toxicology, v. 85, p. 45-51,
2015.

Laboratério de Triatomineos - FIOCRUZ. Disponivel em:
<http://www.cpgrr.fiocruz.br/laboratorios/lab_triato/Triatomineos Figural.html>.

Acesso em: 3 dez. 2017.

LANA, M. DE; TAFURI, W. L. Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas. In: NEVES,
D. P. et al. (Eds.). . Parasitologia Humana. 11. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2004. p.
85-108.

LATTES, R.; LASALA, M. B. Chagas disease in the immunosuppressed patient.
Clinical Microbiology and Infection, v. 20, n. 4, p. 300-309, 2014.

LECOEUR, H.; DE OLIVEIRA-PINTO, L. M.; GOUGEON, M. L. Multiparametric flow
cytometric analysis of biochemical and functional events associated with apoptosis
and oncosis using the 7-aminoactinomycin D assay. Journal of Immunological
Methods, v. 265, n. 1-2, p. 81-96, 2002.

LEITE, G. D. O. et al. (-)-??-Bisabolol attenuates visceral nociception and

inflammation in mice. Fitoterapia, v. 82, n. 2, p. 208-211, 2011.

LIANG, Y. et al. Antitumor activity of the protein and small molecule component
fractions from Agrocybe aegerita through enhancement of cytokine production.
Journal of medicinal food, v. 17, n. 4, p. 439-46, 2014.



130

LIMA, D. B. et al. Antiparasitic effect of Dinoponera quadriceps giant ant venom.
Toxicon, v. 120, p. 128-132, 2016.

LOCKSHIN, R. A.; ZAKERI, Z. Programmed cell death and apoptosis: origins of the
theory. Nat Rev Mol Cell Biol, v. 2, n. 7, p. 545-550, 2001.

LUQUETTI, A. et al. Doenca de Chagas - Triagem e diagndstico soroldgico em

unidades hemoterapicas e de saude publica. Brasilia: [s.n.].

LUQUETTI, A. O.; RASSI, A. Diagndstico Laboratorial da Infeccéo pelo
Trypanosoma cruzi. In: BRENER, Z.; ANDRADE, Z. A.; BARRAL-NETTO, M. (Eds.).
. Trypanosoma cruzi e Doenga de Chagas. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2000. p. 344-378.

MAKWANA, R. et al. The Effect of Phytocannabinoids on Airway Hyper-
Responsiveness, Airway Inflammation, and Cough s. THE JOURNAL OF
PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS J Pharmacol Exp
Ther, v. 353, p. 169-180, 2015.

MALAFAIA, G.; RODRIGUES, A. S. D. L. Centenario do descobrimento da doenca
de Chagas: desafios e perspectivas. Centenario do descobrimento da doenca de

Chagas: desafios e perspectivas, v. 43, n. 5, p. 483-485, 2010.

MARCHIORI, E. Chagas disease : a tropical infection of interest to the radiologist.
Radiol Bras, v. 49, n. 6, p. 2016-2017, 2016.

MARIN-NETO, J. A.; SIMOES, M. V.; SARABANDA, A. V. L. Forma cronica
cardiaca. In: BRENER, Z.; ANDRADE, Z. A.; BARRAL-NETTO, M. (Eds.). .
Trypanosoma cruzi e Doencga de Chagas. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2000. p. 266—296.

MARIN, C. et al. In vitro leishmanicidal activity of 1,3-disubstituted 5-nitroindazoles.
Acta Tropica, v. 148, p. 170-178, 2015.

MARTINS, A. V. et al. Biology of Trypanosoma cruzi : An update. Infectio, v. 16, n. 1,
p. 45-58, 2012.

MASSARICO SERAFIM, R. A. et al. Design, synthesis and biological evaluation of
hybrid bioisoster derivatives of N-acylhydrazone and furoxan groups with potential
and selective anti-Trypanosoma cruzi activity. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 82, p. 418-425, 2014.



131

MAUGERI, D. A.; CANNATA, J. J. B.; CAZZULOQO, J. J. Glucose metabolism in

Trypanosoma cruzi. In: Essays In Biochemistry. [s.l: s.n.]. v. 51p. 15-30.

MAURYA, A. K. et al. a-(-)-bisabolol Reduces Pro-inflammatory Cytokine Production
and Ameliorates Skin Inflammation. Current pharmaceutical biotechnology, v. 15,
n. 2, p. 173-81, 2014.

MCKAY, D. L.; BLUMBERG, J. B. A Review of the Bioactivity and Potential Health
Benefits of Chamomile Tea (Matricaria recutita L.). PHYTOTHERAPY RESEARCH,
v. 20, p. 519-530, 2006.

MCKEAN, P. G.; GULL, K. The Flagellar Pocket of Trypanosomatids: A Critical
Feature for Cell Morphogenesis and Pathogenicity. In: SOUZA, W. DE (Ed.). .
Structures and Organelles in Pathogenic Protists. Rio de Janeiro: Atheneu, 2008.
p. 87-114.

MELLO, C. P. et al. Bothropoides insularis venom cytotoxicity in renal tubular
epithelia cells. Toxicon, v. 88, p. 107-114, 2014.

MELO, C. S.; GRECO, O. T. Carlos Chagas , o Imortal. Relampa, v. 22, n. 2, p. 50—
51, 2009.

MENEZES, I. R. et al. 3D QSAR studies on binding affinities of coumarin natural
products for glycosomal GAPDH of Trypanosoma cruzi. J Comput Aided Mol Des,
v. 17, n. 5-6, p. 277-290, 2003a.

MENEZES, I. R. et al. 3D QSAR studies on binding affinities of coumarin natural
products for glycosomal GAPDH of Trypanosoma cruzi. J Comput Aided Mol Des,
v. 17, n. 5-6, p. 277-290, 2003b.

MENEZES, R. R. P. P. B. et al. Antibacterial and Antiparasitic Effects of
Bothropoides lutzi venom. Natural Product Communications, v. 7, n. 1, p. 71-74,
2012.

MENNA-BARRETO, R. F. S. et al. Different cell death pathways induced by drugs in
Trypanosoma cruzi: an ultrastructural study. Micron (Oxford, England : 1993), v. 40,
p. 157-168, 2009.

MINTSERIS, J. et al. Integrating statistical pair potentials into protein complex
prediction. Proteins, v. 69, p. 511-520, 2007.

MONDAL, S. et al. In Vitro susceptibilities of wild and drug resistant Leishmania



132

donovani amastigote stages to andrographolide nanoparticle: Role of vitamin e
derivative TPGS for nanoparticle efficacy. PLoS ONE, v. 8, n. 12, 2013.

MORALES-YUSTE, M. et al. Activity of (-)a-bisabolol against Leishmania infantum
promastigotes. Phytomedicine, v. 17, n. 3-4, p. 279-281, 2010.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, v. 65,
n. 1-2, p. 55-63, 1983.

MOURA ROCHA, N. F. et al. Gastroprotection of (-)-a-bisabolol on acute gastric
mucosal lesions in mice: The possible involved pharmacological mechanisms.

Fundamental and Clinical Pharmacology, v. 24, n. 1, p. 63-71, 2010.

NAVARRO, M. et al. Cross-sectional, descriptive study of Chagas disease among
citizens of Bolivian origin living in Munich, Germany. BMJ open, v. 7, n. 1, p.
013960, 2017.

NETO, V. A. et al. Observacdes sobre o TESA blot no diagnéstico soroldgico da
doenca de Chagas. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropica, v. 38,
n. 6, p. 534-535, 2005.

NICHOLLS, C.; LI, H.; LIU, J. P. GAPDH: A common enzyme with uncommon
functions. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology, v. 39, n. 8,
p. 674-679, 2012.

OLIVEIRA, M. DE F. et al. Tratamento etiol6gico da doenca de chagas no brasil.
REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL, v. 37, n. 3, p. 209-228, 2008.

OLIVERA, G. C.; POSTAN, M.; GONZALEZ, M. N. Effects of artesunate against
Trypanosma cruzi. Experimental Parasitology, v. 156, p. 26-31, 2015.

OLMO, F. et al. Synthesis and evaluation of in vitro and in vivo trypanocidal
properties of a new imidazole-containing nitrophthalazine derivative. European
Journal of Medicinal Chemistry, v. 106, p. 106-119, 2015.

ORTI-LUCAS, R. M. et al. Impact of chagas disease in Bolivian immigrants living in
Europe and the risk of stigmatization. Journal of Parasitology Research, v. 2014,
2014.

PAUCAR, R.; MORENO-VIGURI, E. Challenges in Chagas Disease Drug Discovery:
A Review. p. 3154-3170, 2016.



133

PAVAO, F. et al. Structure of Trypanosoma cruzi glycosomal glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase complexed with chalepin, a natural product inhibitor, at
1.95 A?? resolution. FEBS Letters, v. 520, n. 1-3, p. 13-17, 2002.

PENA, S.; SCARONE, L.; SERRA, G. Macrocycles as potential therapeutic agents in
neglected diseases. Future Medicinal Chemistry, v. 7, n. 3, p. 355-382, 2015.

PEREIRA, P. C. M.; NAVARRO, E. C. Challenges and perspectives of Chagas
disease: a review. The journal of venomous animals and toxins including

tropical diseases, v. 19, n. 1, p. 34, 2013.

PEREIRA, T. P. EFEITO TRIPANOCIDA DA L-AMINO ACIDO OXIDASE ISOLADA
DO VENENO DA Bothrops marajoensis. FORTALEZA: PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS, 2015.

PEREZ-MOLINA, J. A et al. Use of benznidazole to treat chronic Chagas’ disease: a
systematic review with a meta-analysis. {{[Review]} [45 refs]. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, v. 64, n. 6, p. 1139-1147, 2009.

PETHERICK, A. After years of neglect, Brazil takes aim at Chagas disease. Nature
Medicine, v. 17, n. 10, p. 1174-1174, 2011.

PETTERSEN, E. et al. UCSF Chimera -a visualization system for exploratory
research and analysis. J Comput Chem, v. 25, n. 13, p. 1605-1612, 2004.

PIACENZA, L. et al. Antioxidant Enzymes As Virulence Factors in Chagas Disease.
Antioxidants & Redox Signaling, v. 19, n. 7, p. 120521095928000, 2012.

PIERCE, B. G. et al. ZDOCK server: Interactive docking prediction of protein-protein
complexes and symmetric multimers. Bioinformatics, v. 30, n. 12, p. 1771-1773,
2014,

POKORNY, J. et al. Targeting mitochondria for cancer treatment - two types of

mitochondrial dysfunction. Prague medical report, v. 115, n. 3—4, p. 104-19, 2014.

PORTELA-LINDOSO, A. A. B.; SHIKANAI-YASUDA, M. A. Doenca de Chagas
cronica: Do xenodiagndstico e hemocultura a reacdo em cadeia da polimerase.
Revista de Saude Publica, v. 37, n. 1, p. 107-115, 2003.

PORTO-CARREIRO, I. et al. Trypanosoma cruzi epimastigote endocytic pathway:
cargo enters the cytostome and passes through an early endosomal network before

storage in reservosomes. European journal of cell biology, v. 79, n. 11, p. 858—



134

869, 2000.

RAIMUNDO, S. M.; MASSAD, E.; YANG, H. M. Modelling congenital transmission of
Chagas’ disease. BioSystems, v. 99, n. 3, p. 215-222, 2010.

RASSI, A.; MARIN-NETO, J. A. Chagas disease. Lancet, v. 375, n. 9723, p. 1388—
402, maio 2010.

RASSI JR., A.; RASSI, A.; MARCONDES DE REZENDE, J. American
Trypanosomiasis (Chagas Disease). Infectious Disease Clinics of North America,
V. 26, n. 2, p. 275-291, 2012.

REIS, M. et al. The catalytic mechanism of glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase from Trypanosoma cruzi elucidated via the QM/MM approach. Phys.
Chem. Chem. Phys. Phys. Chem. Chem. Phys, v. 15, n. 15, p. 3772-3785, 2013.

REZENDE, J. M.; MOREIRA, H. Forma digestiva da doenca de Chagas. In:
BRENER, Z.; ANDRADE, Z. A.; BARRAL-NETTO, M. (Eds.). . Trypanosoma cruzi e
Doencga de Chagas. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000. p. 297-343.

RIGO, A.; VINANTE, F. The antineoplastic agent a-bisabolol promotes cell death by
inducing pores in mitochondria and lysosomes. Apoptosis : an international

journal on programmed cell death, v. 21, n. 8, p. 917-27, 2016.

ROTTINI, M. M. et al. In vitro evaluation of (-)a-bisabolol as a promising agent
against Leishmania amazonensis. Experimental Parasitology, v. 148, p. 66—72,
2015.

SAMPAIO, T. L. EFEITO NEFROPROTETOR DO (-)-a-BISABOLOL NA LESAO
RENAL AGUDA EM MODELOS DE ISQUEMIA-
REPERFUSAOFortalezaUniversidade Federal do Cear4, , 2016.

SAMPAIO, T. L. et al. Nephroprotective effects of (-)-a-bisabolol against ischemic-
reperfusion acute kidney injury. Phytomedicine, v. 23, n. 14, p. 1843-1852, 2016.

SANGENIS, L. H. C. et al. First Report of Acute Chagas Disease By Vector
Transmission in Rio De Janeiro State, Brazil. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo, v. 57, n. 4, p. 361-4, 2015.

SAUDE-GUIMARAES, D. A.; RASLAN, D. S. Complete assignments of NMR data
and assessment of trypanocidal activity of new eremantholide C derivatives. v. 86, p.
1563-1571, 2014.



135

SCHITTINI, A. V. CONSTRUCAO DE VETORES LENTIVIRAIS PORTANDO O
GENE DA GFP SOB O CONTROLE DE PROMOTORES CARDIACOS PARA A
TRANSDUCAO DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS INDUZIDAS A
DIFERENCIAR EM CARDIOMIOCITOS. [s.l.] Universidade Federal do Parana,
2007.

SCHMUNIS, G. A.; YADON, Z. E. Chagas disease: A Latin American health problem
becoming a world health problem. Acta Tropica, v. 115, n. 1-2, p. 14-21, 2010.

SEKI, T. et al. Antitumor effects of a-bisabolol against pancreatic cancer. Cancer
Science, v. 102, n. 12, p. 2199-2205, 2011.

SHERLOCK, I. A. Vetores. In: BRENER, Z.; ANDRADE, Z.; BARRAL-NETO, M.
(Eds.). . Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas. 2. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2000. p. 21-40.

SILVA, J. J. N. et al. Novel ruthenium complexes as potential drugs for Chagas’s
disease: Enzyme inhibition and in vitro/in vivo trypanocidal activity. British Journal
of Pharmacology, v. 160, n. 2, p. 260-269, 2010.

SILVEIRA, L. R. Considerac0es criticas e metodoldgicas na determinacédo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em células musculares durante
contracdes. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 48, n. 6, p.
812-822, 2004.

SOARES, R. O. A et al. Evaluation of thiosemicarbazones and semicarbazones as
potential agents anti-Trypanosoma cruzi. Experimental Parasitology, v. 129, n. 4, p.
381-387, 2011.

SOUSA, W. Structures and Organelles in Pathogenic Protists. Rio de Janeiro:

Springer, 2010.

SOUZA, W. DE. O Parasito e Sua Interagdo com os Hospedeiros. In: BRENER, Z.;
ANDRADE, Z. A.; BARRAL-NETTO, M. (Eds.). . Trypanosoma cruzi e Doenca de
Chagas. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000. p. 88-126.

SOUZA, W. DE. Structural organization of Trypanosoma cruzi. Mem Inst Oswaldo
Cruz, v. 104, n. Suppl. 1, p. 89-100, 2009.

SULSEN, V. P. et al. Mode of action of the sesquiterpene lactones psilostachyin and

psilostachyin C on trypanosoma cruzi. PLoS ONE, v. 11, n. 3, p. 1-14, 2016.



136

SUMANTRAN, V. N. Cellular Chemosensitivity assays: An Overview. In: Cancer Cell
Culture: Methods and Protocols. [s.l: s.n.]. v. 731p. 219-236.

TAN, C.-P. et al. Metallomics insights into the programmed cell death induced by
metal-based anticancer compounds. Metallomics : integrated biometal science, v.
6, n. 5, p. 978-95, 2014.

TEIXEIRA, D. E. et al. Interactive Multimedia to Teach the Life Cycle of Trypanosoma
cruzi , the Causative Agent of Chagas Disease. PLOS Neglected Tropical
Diseases, v. 6, n. 8, p. 1-13, 2012.

TELES, C. B. G. et al. A lupane-triterpene isolated from Combretum leprosum Mart.
fruit extracts that interferes with the intracellular development of Leishmania (L.)
amazonensis in vitro. BMC Complementary and Alternative Medicine, v. 15, n. 1,
p. 165, 2015.

TESSAROLO, L. D. ESTUDO IN VITRO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA DE
NANOPARTICULAS DE BENZONIDAZOL EM CARBONATO DE CALCIO SOBRE
CEPA Y DE Trypanosoma cruzi.FortalezaPROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS FARMACEUTICAS, , 2016.

TONGNUANCHAN, P.; BENJAKUL, S. Essential Oils: Extraction, Bioactivities, and
Their Uses for Food Preservation. Journal of Food Science, v. 79, n. 7, 2014.

TRAPP, S. C.; CROTEAU, R. B. Genomic organization of plant terpene synthases

and molecular evolutionary implications. Genetics, v. 158, n. 2, p. 811-832, 2001.

TRISTAN, C. et al. The diverse functions of GAPDH: views from different subcellular
compartments. Cell Signal, v. 23, n. 2, p. 317-323, 2011.

UNCITI-BROCETA, J. D. et al. Specific Cell Targeting Therapy Bypasses Drug
Resistance Mechanisms in African Trypanosomiasis. PLOS Pathogens, v. 11, n. 6,
p. €1004942, 2015.

UNO, M. et al. a-Bisabolol Inhibits Invasiveness and Motility in Pancreatic Cancer
Through KISS1R Activation. v. 590, p. 583-589, 2016.

USUKI, T. et al. Antitrypanosomal structure-activity-relationship study of synthetic
cynaropicrin derivatives. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, v. 24, n. 3,
p. 794-798, 2014.

VAKIFAHMETOGLU-NORBERG, H.; OUCHIDA, A. T.; NORBERG, E. The role of



137

mitochondria in metabolism and cell death. Biochemical and Biophysical
Research Communications, v. 482, n. 3, p. 426-431, 2017.

VANNIER-SANTOS, M. A; DE CASTRO, S. L. Electron microscopy in antiparasitic
chemotherapy: a (close) view to a kill. Current drug targets, v. 10, n. 3, p. 246-260,
20009.

VASOQO, S.; PRITT, B. S. Molecular diagnostics and parasitic disease. Clinics in
Laboratory Medicine, v. 33, n. 3, p. 461-503, 2013.

VILA, R. et al. Composition and biological activity of the essential oil from leaves of
Plinia cerrocampanensis, a new source of ??-bisabolol. Bioresource Technology, v.
101, n. 7, p. 2510-2514, 2010.

WENDEL, S. Transfusion transmitted Chagas disease: Is it really under control?
Acta Tropica, v. 115, n. 1-2, p. 28-34, 2010.

WHEELER, R. J.; SUNTER, J. D.; GULL, K. Flagellar pocket restructuring through
the Leishmania life cycle involves a discrete flagellum attachment zone. Journal of
cell science, v. 129, n. 4, p. 854-867, 2016.

WHO. Global Health Observatory Map Gallery. Disponivel em:
<http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_chagas_2009.png>.
Acesso em: 4 fev. 2017.

WHO. History of Chagas Disease. Disponivel em:

<http://www.who.int/chagas/epidemiology/epidemiology_history/en/>.

WHO. Epidemiology. Disponivel em:
<http://www.who.int/chagas/epidemiology/en/>.

WLODKOWIC, D.; SKOMMER, J.; DARZYNKIEWICZ, Z. Cytometry of apoptosis.
Historical perspective and new advances. Experimental Oncology, v. 34, n. 3, p.
255-262, 2012.

YANG, L. et al. Mechanistic studies of the effect of bile salts on rhodamine 123

uptake into RBE4 cells. Molecular Pharmaceutics, v. 9, n. 1, p. 29-36, 2012.

ZARGARAN, A. et al. Potential effect and mechanism of action of topical chamomile
(Matricaria chammomila L.) oil on migraine headache: A medical hypothesis. Medical
Hypotheses, v. 83, n. 5, p. 566-569, 2014.

ZHANG, E. et al. Newly developed strategies for multifunctional mitochondria-



138

targeted agents in cancer therapy. Drug Discovery Today, v. 16, n. 3—4, p. 140-
146, 2011.

ZINGALES, B. et al. Biological Parameters and Molecular Markers of Clone CL
Brener - The Reference Organism of the Trypanosoma cruzi Genome Project.

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 92, n. 6, p. 811-814, 1997.



