13590/BC |

P GRaguchd /

MARISTELA DE FREITAS PEREIRA

ESTUDOS DA ACAO CITO E GENOTOXICA DA VIOLACEINA E DERIVADOS
EM CELULAS DE MAMIFEROS EM CULTURA.

ORIENTADORA: Profa.Dra. N. Marcela Haun @.

Dissertag8o apresentada ao Departamento de
Biogquimica do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas ( UNICAMP)
para obtengBo do grau de MESTRE EM CIENCIAS.

CaMPINAS , 19914

=i

HNICALP
BIBLIOTECA CINTRAL




1 0000000000000000000000000000000000000000000

AGRADECIMENTOS,

.

A Profa. Dra. Nora Marcela Haun Quirds, pela orientagio

deste trabalho.

b Profa. Dra. HMaria Edwiges Hoffmann, pelo uso do Laboratdrio

de Cultura de Tecidos.

fin Prof. Dr. Nélson Durdn, pelo fornecimento das drogas

utilizadas nos experimentos.

A Sra. Maria Alice Bertan Buadagnini, por toda boa vontade

e atenclo.

mne amigas do laboratdrio Cléudia, Maria Silvia, Ana, Nadja

¢ Denise Ciampi, pela amizsade & companheirismo.

“ Bolange € Monica Ferreira de QOliveira, por toda atengfo,

amizade & encorajamento.

A todo pessoal do Departamento de Bioguimicm, gue de alguma

forma colaboraram para 3 realizacio deste trabalho.

& Coordenagfo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) pela concessBo da bolsa de Mestrado como tambénm
2 Universidade Estadual de Campinaz (UNICAMP) pela concessBo  da

holsa de Monitoria Il




ADs meEus pais, aos meus irmios,

¢ especialmente, ao Marco.



INDICE

1- INTRODUCKO»Onnn:naunurnnunn'tn-lalIlnnn-aaﬂuu.-lu-u---:n--------- 1

i'il

i.2.

1‘39

i.q'

1.‘

£

i

o

Violaceina ¢ Atividade Ant ibidtiCRuuusnnnssnnrnnannrnnunnss
Violaceina ¢ Potencial Fototerapéut icOseeanwnuns ..
Violaceina & ACHO TripanoCidRee e essrnannnannnannnnsnannns?
Nitrocompostos ¢ Quimioterapia de ChagRSeenavenaswvnwsunenid
Nitrocompostos 2 Mecanisno de AGEO.esnenssnnssnssnssnsansid

Enzimas de Defesa & Compostos Antiodidantes em Sistemas

UiVOSHDDHauaaﬂullnnﬂuunnnuuunl&uaﬂuaannunnmnﬂnnuﬂunluu'ull 21

2- OBJETIVOSIl------I-ﬂlll-n--ull!l!lunulnlaﬂn.ﬂﬂluaulhls! ------ 28

3. MATERIAL E METODO St st s v vnannnnsnsnnnannnnnasnnnnenvnnnneanid?

*
W
*

Reagenteg#nnnnuuﬂﬂnnnnnnnls.a||--------'--u.--------.-t-l-n29

ﬁparelhes-ll.l- ------- RN NN W E NN KK RN R R FR RN F® R AN T AW W W IIGIHS@
Células 2 Cultivo @ LIiNhAYEN wewswwnnssasunosunssnsssn W ow w3
Tratamento com 08 AYENLES s wenusanancmannnnn . P24

Medidas de Eficiéncia de Plagueamento e Sobrevivéncia
Ce’l'-‘lar'---ﬂ'ﬂﬁﬂﬂﬁﬁ.'ﬁ‘ll--'l‘ﬂ..-ﬁll. --------- nannnunnn--33

Medidas da Taxa de Sintese de DNAw e s s vawnrnnmunsonnmnsnnnn3d



4‘1 RE:S{«ELTADOSIuIQOHOHan-nnnn-. nnnnnnnnnnnn - K mEw “ ®m AR R ENRE MR AR 37

4.i. Sobrevivéncia de Células U79/M8 Tratadas com Violaceina,
Bromo-Violaceina, Metilol-Violaceina, Nifurtimox e
Benanidasole s e s seersanmmunnesussunanennunnuunmunnnnunonsd?

4.2. AgRo de Violaceina e seus Derivados na Replicaglo do DNA de
Celulas V79/MB. . icunnsnanncnansssunnunsunensnannsunnucnusnedi

4.3. Cinética de Recupera¢io da Sintese de DNA em Células U79/M8
Tratadas com Violaceina ¢ Bromo-Violace iNBusssavansnenass52

4.4. Estudos de ProtegBo do Efeito Letal na Viabilidade Celular

e na InibicBo da Sintese de DNA de Células V79/MB Expostas

# Violaceina na Presenca 08 CRtRlaSCavencnanannnsannnse 39
5- DIQCE}SSEO’IIlll.ll...ﬁ.ﬂlﬂlﬁl'l---.'--H.Iﬂl.ﬁ.'."ll.llllII.58
5.1. Egtudos de Citotoricidade de Violaceina e Seus

[ T il TR =« 1

Estudes de Citotoxicidade com Nifurtimox e

L
[ ]
I}
»

Benznidazolesnrnnenws f ks sakmEEEm A M EE R mEE s n . &3

5.3. Estudos da Cindtica de Recupera¢io da Sintese de DNA de
Células VZ79/MB  Tratadas com Violaceina e Bromo-
ViDlaCE INMAewsunannamsansnsnannnnonsnnvanununnununuunnunnssnBdd

5.4. Estudos de Prote¢lo da Viabilidade Celular e da Inibi¢Ho da
Sintese de DNA de Células V79/M8 Expostas & Violaceina na

PresEﬁGE de Cata]asetnululu--unltlcualwuununnuunluuulﬂlﬂluuuéy



L 3 BN BN BN BN BN BN OB NN BN BN BN BN BN BN BN BN BN AN BN OB BN N N N N N N N N N N NN NNNNENN NN

CONCLUSSES..--'.lﬂﬂ"..-.-II-Ill--l'-ﬂl.-..-.--"Il'lﬁﬁnﬂtﬂﬂﬂye

SUM‘SRIO---------l-n-.-.-------l----ln-ll!lullnunnuﬂuuuuuu-n-?g

SUHMARY-H-“lnsbnnunnunmnnnnnnﬁn-n-nuu-nnnnnnnsnnlaﬂnluauus*n74

REFER&NCIQS BIBL:OGR&F:{:QS#K‘II'Nﬁnﬁﬂkﬂﬂ!“"ﬂl"-llIllll.li.?é



1. INTRODUCZEO .

A partir do final do século XIX, um pigmento de cor
rowa, extraido da bactéria_Chromebacterium viglaceun, comumente
encontrada em amostras de s0lo & de meio ambientes tropicais, vem
despertando v interesse para o estudeo de sums atividades
hiolégicas. Desde entilo, investigaches ocasionais da biossintese
€ quimica deste pigmento vém sendo realizadas (Riveros e col,

L1985 1 Duran, 1989).

O primeiro pesquisador a extrair o pigmento violeta de
Bacillus violaceus foi Lecog de Boisbaudran, 1882. © autor niao
reportou, entretanto, maiores informagoes = respeito deste

COMPOsto.

Em 1913, comegaram os esfurqéa para determinar =@
gatrutura do composto extraido de B.viclaceus. . Hartley {49137y,
fai o primeiro a realizar andalises esspectroscipicns, mas
aparentemente nio obteve amostras puras do pigmento, devido =ao

meétodo de extragHo.

Lasseur e Girardet i (41924), prepararam e purificaram uma
PEequiena quant idade do pigmento, através de culturas de

Beviolaceus em meio contendo asparagina. 0s autores, =apdés 2



extracio, Fizeram a4 andlises espectroscdpicas, entretanto, os

Fesultados n&o constam na literatura.

Reilly e Pyne (1927), conseguiram produzir e iselar 60
mg do  pigmento a partir de QChropebacleriun violaceun (B
viclaceun), através do cultive desta em meio contendo lactose,
peptona, extrate de carne e dguan. O0s autores sugerem neste

trabalho uma férmula provisdria para o pigmento & CesoHe 00 { 5N .

A ma i or limitacEc nos estudos realizados era a
guant idade te produto isolado, portanto, no CUrso dasg
investigagoes quimicas da Viaolaceina, {Ornou-se nNecessario

desenvolver um método para preparacio ¢ purificacio do pigmento
em maicres quantidades. Tobie (1934), relata que a passagem de
oxigBnio através de c¢ulturas mantidas a 279 C em extratos de
lactose, produzia um aumento no  crescimento  da bactéria,
ohservando também, gue esta produzia a pigmentacio a partir do &9
ao 229 dia de incubaclo. Estas modificagtes na metodologin

possihilitaram a obteng3o de 25@ mg de pigmento.

Iniciou~se um aumento gradativo na gquantidade produzida
(Strong, 1934) de Violaceina € no seu grau de purexa (Sartory e
col., 4938) . Na década de 5@ Gilman (1953),e Corpe (1983},
relataram que a pignentacio produzida pela bactéria era
influenciada pela composicio do meio de cultura utilizado. Ou
seja, 0% requerimentos nutricionais gue até 1940 nBo  foram

gistemat icamente estudados, comegaram a receber a atengio dos



r
Ry
[=8]

pesquisadores. Os estudos de metabolismo se fizeram necessirios
Mitoma e colaboradores (1955), identificando a Violaceina como um
der ivado S~hidroxiindol, iniciaram a pesquisa com o metabolismo

do triptofano por L.violaceun.

A estrutura do composto confirmada por sintese quimica,
foi elucidada por Ballantine e colaboradores (41937). 0
resultados mostraram que a molécula de Vielaceina consiste de um
S-hidroxi-indol, um alfa pirrolidone e de uma unidade oxiindol.
O0s autores sugeriram também que estas 3 unidades poderiam ser

derivadas do triptofano.

Esta hipdtese foi confirmada por De Moss e Evans
(1959)Y. ©Os autores verificaram que este amino’dcido era a udnica

substancia requerida para & sintese da Violaceina.

H e T

Figura 1! Férmula estrutural da Violaceina.

Dados posteriores corvroboram estes resultados (S8ebek e

Jager, i%262), pois na biogénese do pigmento de ums cepa nEo



gelatinosa de Leviglaceum (ATCC | 533, ocorria  uma Fap i da
conversao de L-triptofano pars Violaceina. Comprovou-se ainda que
a bactédria n¥o utilizava este aminodcido para o seu priprio

creacimento.

Com base nestas observacles foram desenvolvidos ensaios
microbiologicos especificos para L-triptofano (Letendre ¢ col.,
19745, nos quais, =a aquantidade de Violaceina produzida €
diretamente proporcional & quantidade deste aminodacido presente
no ensaio. ©Os antores sugeriram também que a metabolizagieo de
L~triptofano para indol, era feita através de triptofano-

sintetases.

Recentemente, a otimizagio das condigoes para a
binssintese da Violaceina foi reportada por Riveros e
colaboradores (41985). Segundo os autores, a bactéria cultivada a
289 ¢ em pH 7,0 , & em um meig de cultura enriguecido com
metionina & vitamina Bgo, produziu rendimentos de aprostimadamente

i % em peso seco da bactéria.

Riveros e colaboradores (4987), demonstraram gque =a
ﬁfnteﬁé do pigmento era acentuada apdés 195 horas de incubag¢Ho,
quande wutilizaram ticglicolateo como meio de cultura a 309 C.  0Os
autores observaram que a velocidade de sintese do pigmento  era

diretamente proporcienal & concentragso de células.
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Embora o Violaceina fosse conhecida hd varios anog na
literatura, nRo siiatia nenkum dado de caracterizagho
eapectrosciépica. Riveros e colaboradores (4987), mostraram =a
caracter izacio completa da molédcula por Ultra - viaoleta (U.V.),
Infra =~ wvermelho ((I.V.), Espectroscopia de massa (E.M.)Y, &

Ressonfncia nuclear magnética (RMNIH).

1.1. VIOLACEINA t ATIVIDADE ANTIBIGTICA.

Oz efeitos tdwicos de Viclaceina foram primeiramente
descritos por Kidder e Stusrt (193%), e por Burbank (i942). Os
autores verificaram que alguns ciliades (Qoleoda cucullus) eram
rapidamente exterminados gquando agitados com amnostras de
Laviolaceum « Embora o efeito letal tenha sido correlacionade com
o pigmento sintetizado pela bactéria, uma hipdtese foi sugerida
na época ¢ a Q.vinlaceum formava ciansto como um metabdlito
normal, o qual era responsiavel pelo efeito letal. Entretanto,

esta hipotese nao ¢ mais aceita (Durdn e Faljoni-Alario, 1980 a e

b

Em 1943, foi sugeridoe por Lichstein ¢ Van De Sand que o
pigmento isalado da bactéria poderis ter propriedades
antibridticas, & que EXErCer i agio bactericida contra
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Staphuylococus AUCEUS.

Dados de literatura nos mostram que  Chrowmopbacterium
vinlaceum € capaz de metabolizar alguns compostos como por
exemplo, N-carbenzoxil-L-triptofano em um derivado e-3~dihidro,e
dcido  indol-3-propidnico em indol-3-acrilico (Nakazawa & col.,
i972). Estes produtos de biotransformacHo tém sido encontrados

como  componentes estruturais em varios antibidticos peptidicos

(Letendre ¢ col., 1974).

Atualmente pesoduisrdores sugeren que além dasg
propriedades antibidticas (De Moss, 1967), a Violaceina prosue
potencial fototerapfutico (Campos & col., 1982 : Durdn e Faljoni-

¥

Alario, 41980 a e h).

1.2. VIOLACEINA ® POTENCIAL FOTOTERAPEUTICO.

No Brasil, a Chromebacterium viclaceun {(cepa BB 78) foi

encontrada nas margens do Rio Negro, na Amazinia (Caldas, 1i977).

A sintese de Violaceina e o0s produtos da sua fotdélise
causada pela luz solar, poderiam explicar a baida fertilidade das
dguas do Rio Negro , em contraste com os outros afluentes do Rio
AmBzZoOnas {Caldas, 1977). Este fato provavelmente estaria

relacionado as propriedades antibioticas & fotobioldgicas de



Violaceina (Caldas e col, 1978 ; Mgel e Santos, 1978 3 Durdn e
Faljoni-Alario, 198¢ b).

Campos € coladoradores (498B2), avaliaram o potencial
fototerapéutico do pigmento, comparando suas propriedades
espectrais ¢ fotodinfmicas com compostos fototerdpicos conhecidos
como eosinga, cristal-violeta, hematoporfirina e azul de
met ileno, sugerindo gue & Violaceina poderia ter um uso potencial

como droga fotogquimioterdapica .

Quando Violaceina era fotolisads, o maior produto
obtido, foi inicialmente caracterizado como 4~[4i,2~dihidro~5-(5~
hidrosi-tH~indol~3=il)~4~hidroxi-2(i,3~dihidro-2H~indol~-2)1but~3~
endico lactona, denominado pigmentoe II. A atividade ant i
microorganismos Gram positivos € Gram negativos, da Violaceina ¢
do pigmento IXI, J& foi reportada (Durdan e col., 1983), sendo =&

Vicolaceina o composto com maior atividade.

Figura 2@ Fotdlise da Vialaceina (I).
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0O pigmento II € mais soldvel em #oua que =a Violaceina
(Durdn e Faljoni~Alario, 4978 ;-Durén e col., 41983}, o que
levanta =a posscibilidade de um estudo e aplicagB80 interessante na
ngdo antibidtica In wvivo. Na procura de derivados com maior
solubilidade aquosa, foram sintetizados varios compostos (sal
sédica, Violaceina =acetilada € etc), € relatados numa patente
(Durdén, 41989) sendo representados na Fig 3 apenas os que foram

testados na sua aglo citotdxica em nossos estudos.

I
CHOM
i
() CrOn

Figura 3: Formulas estruturais dos pigmentos @
Violaceina (I); Bromo-Violaceina (II) e Metilol=-

Violacerfna (III).
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1.3 VIOLACEINA @ ACAO TRIPANOCIDA.

A Doenga de Chagas ¢ uma infeceBo parasitdria gue afeta
milhtes de latino-americanos (Dias, 1984). Estima-se que =
incidéncia da infecg¢fo no Brasil seja de 120.000 novos casos/ano,
€ que além disso, nas dreas endémicas do pals uma entre 10 mortes
nos individuos de 25 a 64 anos seja devide & Doenca de Chagas

(Moncaya, 19YB6).

A exposicio do Iriepsnosons CrUEd {em formas
epimastigotas, cepa Y) a extratos de Violaceina, na concentragio
de 79 ug/ml, cmusou =a morte de 100X dos parasitas em cultura em
fase exponencial de crescimento (Caldas € col., 1978 : Durdn e

col., 19872

Em nossos laboratdrios reportamos o efeito da Violaceina
¢ derivados sobre a motilidade de J.crkuzl (epimastigotas, CERPA

Tulahuen) in vitro. comprovando assim sua acBo tvipanocids
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Tabela 1+ PERCENTAGEM DE MOTILIDADE DE TRIPANOSOMA CRUZI

(EPIMASTIGOTA) APAS INIBICAO COM VIOLACEINA E DERIVADOS (a>

BOSE (ug/ml) Controle Violaceina Metilol Bromo
13 5% - - e

19 o 6% 867 8é&7%

=0 - B&% @ gox

40 - 8o ] S0
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{(a) 48 horas de incubagHo.

Tabela 2: INIBICAO DE CRESCIMENTO DE TRIPANOSOMA CRUZI COM

VIOLACEINA E DERIVADOS .

Dosed{ua/ml) Viglaceins Metilol Bromo
i@ 23% 23% 23%
29 3ax i90% 407
49 A5% ieoX ieex

Observa—-se que o derivado Metilol € o mais eficiente na
imobilizaclo do JTectruzi ., podendo assim ser o derivado mais

eficaz para ¢ tratamento da Doen¢ga de Chagas.
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i.4. NITROCOMPOSTOE t QUIMIOTERAPIA DE CHAGAS.

A quimioterapia da Doenca de Chagas na América do Sul €
baseada principalmente no uso de dois medicamentos, Nifurtimox
(Bag &2%e2 +*+ Lampit? e Benznidazole (Ro 7-419¢51 3 Radanils;

Rochagan) (Docampo € Moreno, 984 , 1986 ; Silva € col., 1986 ;
De Castro e col., i986). 0 primeiro composto, Nifurtimosx (4-({I~
nitrofurfurilidenlamino)-3 metiltiomorfolina-i,i~didénido), & um
derivado nitrofurano, € o Benznidazole(2 Nitro-N-(fenilmetil)-1H~-

imidazole-i-acetamida), pertence a familia dos nitroimidazolies.

0 \!
7 CH,CONHCH,—¢/  \
O:N O _~CH=N-N vs& l\/NO —
: - N :
7 % ™
CH, {
(a) (b)

Figura 4% Foérmulas estruturais dos Nitrocompostoss

Nifurtimox (a) € Benznidazole (b).

Atd 1984, pouco era conhecido & respeito destes dois

compostos {(Voogd, i984i). Entretanto, estudos posteriores
aval iaram e indicaram que Nifurtimox € mutagénico parsa
Salmenells thiphinucium (Nagel & Nepomnaschy, 1983}, e

apresenta genotoxicidade para Drosephila melanpgsstier, 6llium
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CERR =3 um  aumento significante, no ndmero de aberraciens
cromossomicas  em celulas de medulza dssen de ratos (Spano e

Takahashi, 19¥817.

Tom & ajuda de testes com células em eultura, & testes
“in wvive” com ratos, foil verificado que Nifurtimox, & efetivo
B R R ® o ma amast igota intracelular e tripomastigots

extracelular do parasita no hospedeiro vertebrado {(Haberkorn e

Gonnert, 1972).

Dados da literatura nos mostram que uma concentragio de
i uM de Nifurtimox blogueia o cicle intracelular de Jacruzi
(cepa Ernestinal), e que pa faixa de 1@ a 400 uM inibe =
penetracio dos tripamast igotas nas células do hospedeiro
vertebrado (Dvorak e Howe, 1977).

Embora Nifurtimox seja efelive contra o parzasita “in
vitro”, aquando usado clfnicamente a droga exerces acio supressiva
& n&o curativa (Wegner & Rohnedder, 4972). Através de
xenodiagndstico sensivel e métodos imuncldgicos para detectar
Tacruzi em pacientes tratados com a droga, verificou-se que esta
reduzia = parasitemia a niveis muito baixos, mas nfo eliminava o

protozadrio completanente (Cangado & col., 1974).

Benznidazole, = outra droga utilizada clinicamente, &
mutagénica para Kebsiglla ponsunonia (Voogd e col., 1i975) e para

Saluonella thichinurium (Nagel & Nepomnaschy, 1983).
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0s  ensaios de carcineogenicidade em camundongos tratados
com Benznidazole, 8 mg/Kg/dia durante 69 dias, indicaram uma
elevada incidéncia de linfomas malignes (Teixeira e col., 1985)

Apesar de Gorla e Castro (498%5), nfo terem observado um
aumento nos danos citogenéticos em ratos, estes autores afirmam
em trabalhos posteriores (Gorla e col., 1988 e 198%9), que
Benznidazole nRo € indcuco para o material genédtico, ao verificar
que criangas chagdsicas (2 meses a 12 anos de idade) tratadas com
O mg/Kg/dia durante 30 dias, apresentavam um aumento no mimero de
aberracies cromossémicas apés o tratamento. Este fato corrobora

as observactes feitas em 1984 por Gorla e colaboradores quando,

nos eatudos in wvitro os autores sugerem = interagio de
metabdlitos reat ivos de Benznidarzole com DNA e prateinas

nucleares. Apesar de nos estudos in vive com  eratos (Gorla s
Castro, 1985) n8o ter sido detectado a presenca de microndcleos
em ceélulas de medula dssea, nem troca de cromdtides irmlEs  em

linféoitos (Gorla, 1987).

Efeitos colaterais agudos produridos por Benznidazole

comn  dermatoxicidade, neurotoxicidade, e desordens digestivas,

s#o bem conhecidos em pacientes chrogdsicos (Boiannain, 1979 -

Carpintera, 1983 3 Laplumé ¢ col., 1i98%).

ApESar da atividade genotdimica comprovada dectes
Fr

nitrocompostas oy nitroimidazeles “in vive” e in vitro”

(Ebringer e Bencova, 19890 ; Spano e Takahashi, 1984 ; McCalla,
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1983 1 Ferreira e Ferreira, 1986 . a ¢ b ¢ HNagel,i987), estes
compostos tém uso clinico stivo no tratamento da Doenga de Chagas

(Gorla e col., 1988 ¢ 1989).



1.5.NITROCOMPOSTOS © MECANISMO DE ACAO.

O efeitos tdnicos de Nifurtimox € Benznidazole se devem
& sua biotransformaclo nitrorredutiva para radicais reativos, ou
outros metabolitos gue possam reagir com constituintes celulares,

causandno efeitos deletédrios {(Gorla e col., 1984).

A ativag3o bioldgica de compostos nitroheterociclicos, a
qual € dependente de ’lguns fatores tais como, niveis de enzinas
ant ioxidantes, niveis de agentes amplificadores como o oxigénia,
disponibilidade de enzimas que pPosSsam iniciar o Processo
redut ivo, leva a uma situaglo de toxicidade no organismo (Docampo
e Stoppani, 1979). Quande isto ocore, dois mecanismos podem ser
considerados @ 1) a formacio de agentes alquilantes € 2) o ciclo

redox dependente de oxigénio (Mclane ¢ col., 1983).

A aglo tripanocida de Nifurtimox & devida ao ciclo redox

(Docampa ¢ Stoppani, 1979).

O primeirn PRESO na redugio de compostos
nitroheterociclicos, € a formacfio do radical nitro &nion (R~NOn™)
{Moreno e Docampo, 1985). Este intermedidrio € o primeiro produto

da reducio, o gunl deve ser responsiavel pela todicldade.



Lé
e RNOoV - ee 26
R=NOp ====) R=~NOp —=wmmmw > BR=NQ ooy ReNHOH oo > R~NHo
aH* aHF 2H+
Em condi¢bes aerobicas, este radical (R~NO™) &

rapidamente oxidado pelo odMigénio molecular , regenerando o grupo

nitro e produzinde &nion superoxido.

A regulacio do nivel de toxicidade € muito variada entre
o diferentes sistemas estudados. £ conhecido que um ol mais
produtos de redugio como o derivado nitroso e hidroxialaming,
como também superdxidos e perdxido de hidrogénio devam participar
noe mecanismo de toxicidade em véricos tipos de cédlulas (Docampo e

Moreno, 198535 . Considerando, a presenga de nitrorredutases @

-

agaon de mecanismos bicgquimicos € de enzimas de defesa 3 =
capacidade de reparar danos produridos por nitrocompostos, bem

como o habitat aerdbico ou anaerdbico dos parasitas.

Desde 1970, progressos significativos tém se alcancado na
area do  conhecimento da agfo de espécies remtivas de wigénio

(EROY em parasitas (Docampo e Stoppani, 1979).

Babe~se que muitas enzimas oxidativas quando reagem com
os nitro derivados, s8o capazes de produzir amostras de 0™ e ou

HpOn  em  tecidos de mamiferos. Algumas destas enzimas tém sido




HoOn em  tecidos de mamiferos. Algumas destas enzimas tém  sido
identificadas em muitos parasitas como por xemplo, @& NADPH
citocromo ¢  redutase de T.oruzl » & 8 succinateo oxidase de
Ascaris lumbricoides « Entretanto, uma completa identificacio das
mesmas € dos substratos que formam 0% e Hpop em parasitas ainda

n%e foi concluida (Docampo g Moreno, 1984).

ars flavoprote inas possuem um  papel importante no
metabolismo redutive devido & versatilidade aquimica da coenzima,

gue & capaz de medizar a transferénociz de eldtrons para uma grande

variedade de grupos funcionais (Boveris e Stoppani, 1977). 08
nucleot ideos de piridina reduzidos sencontrados en altas
concentracies nas ¢élulas, constituem as principais fontes de

elétrons para a via redutiva (Docampo € col., 1981 a).

6 adiglo de Nifurtimox a homogenados de J.opugi (Formas
epimastigotas ., tripomastigotas ou amastigetas) contendo NADPH,
fornece um espectro de ESR correspondente 3 formagldo do radical
nitro Anion. 0 sinal do radical nitro &niton € observado apds um
periodo de indugho, o qual depende da concentragic de oxigénio e
de nucleotideos de piridina no meio de incubagio (Docampo e col.,
19814 & e bd. O radical nitro &nion, o qual é o primegiro produto
da atividade de nitroredutases, reage com ¢ oxigénio em condigies
agrobicas, aumentando a liberagiio de HpOp das células para o meio
de suspensio (Docampo e Stoppani, 1979), aumentando =ssim, =a
produgio de 0a% e Hp0n , & inibindo completamente o crescimento

do parasita (Docampo e Stoppani, 1980). As reagdes que ocorrem



sin as seguintes @ {(Fsauema I)
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nitroredutase, & @acontece nas

reticulo endoplasmiatico.

sistemas gquimicos

dismutacBo para perdéxido de hidrogénio.

2R-NOn™ + NADP + 2H*

R-NOn 4 op®

OH + oH" + Op

envolve a participag3o

membranns mitocondriais

A reacio (2)Y, Jja foi

producio de radical hidroxila,

Fesultantes da reducBo univalente do oxigénio {(Fridovich,

{Wardman e Clarke, 1976). & reaglo (3),

uma das espécies maRis

descrita

A reagio (4),

18

(1)

(22

(3

(42

ensima

do
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de

Lindi

reat jvas

19762 .

fis reacoes (3) & (4), levam a formagio de espédcies que podem agir

sabre o DNA (Qlive, 1979) e produzir

ancarretando desde

(Docampo € col., 1978).

inat ivacgio

tde membranas, até morte

peroxidacio de

lipideos,

celular
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Entretanto, nenhuma formagio do radical nitro @nion foi
ohservada apds a incubaglo de preparacoes microssomais de I.obusl
suplementadas com NADPH € Benznidarole {(Docampo & Moreno, 1984).
Ha estudos com Benznidazole onde foi inibido o crescimento de
formas epimastigotas de Jaucruzi utilizando altas concentracies
gue  estimalaram a geraglo de 0pV e HoOny indicande assim, que o
efeite tripanoccida in vive nio é dependente da formacHo de FERO

(Moreno e col., 41982).

Para o derivado nitroimidazdlico, Benznidazole, ocorre

também a reduglo para o radical nitro &nion in vive, indurindo a
geragio de O0pv & HpOn (Van den Bossche, 1978). Este fato fol
observado através do uso desta droga em conjunto com mitrossomos
de figado de rato (Moreno e col., 1982), em homogenados de formas
epimastigotas de Ta.gruzl contendo NADH, demonstrande =assim  a

necessidade de ativagBo metabdlica (Docampo e Moreno, 1984).

fissim  sendo, devemos considerar que o ciclo redax para
Benznidazole seja uma via de desintodicagio (Docampo & Moreno,

1984, e este fato é baseado no potencial de redugfe desta droga

(Moreno e col., 41982). O baixo potenciwl de redugio de
Benznidazole (Eo = -~ 0,38 mVy, dificulta a producio de ERO &
niveis muito altos, ao contrdario de Nifurtimou (Eo = - &,250 my)

{Moreno e col., 1982 ; Masana e col., 1984).

Em células de mamiferos a reducio do grupo nitro &

mediada por NADH e flavoproteinas, incluinde xantina oxidase,



NADPH  citocromo Pyge redutase e NADPH citocromo reduatase (Brown,

1ea2) .

Mas reactes que ocorrem durante a reducHo enzimdtics, hd
forsaciEo de um  derivado radicalar gue reange com o oxigénio,
gerando  &nion  superdxido, o qual se dismuta para HpOp.(Esqueman

.

Foi estudado o dano produzido a nivel de DNA  por  um
der ivado nitraoimidazdlico {Misonidazole) reduzido
eletroliticamente, comprovando-se 4que o efeito ¢ dependente da
composicio de bases do DNA, preferencialmente das bases adenina e

timina {(Rowley ¢ col., 1980).

Pesquisas posteriores corroboram estes fatos, revelando
que nitroimidazoles clivam ligagoes fosfodidsteres ao redor dos
residuos de timina no DNA (Knox e col., 1984). € também conhecido
que Nitroimidazoles redutivamente ativados também se ligam ao RNA

e & outras proteinas celulares (Stratford, 1986).
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1.6.ENZIMAS DE DEFESA E COMPOSTOS ANTIOXIDANTES EM SISTEMAS

VIvog.

0 fenoment da toxicidade do odigénio em parasitas foi

primeiramente

estudado por Cleveland (1925), gquando observou gue

apdés exposigac do termita Jecopesis nevedensis = 40 atm de

origénio durante 24 horas, o flagelado Irichononas Lernopsis

desaparecia completamente do intestino do hospedeiro.

O oxigénio & téxico nfo devideo a sua prépria reatividade,

mas  @im, Aaons

internedidrios gerados até sua reducHo para dgua.

Esta & feita atravée de uma sédrie de transferéncias simples de

elétronsg, as

Festas espéoies

quais geram espécies reativas de oxigénio (ERO).

-
reativas isto €& , radical superdxido (05,

perdxido de hidrogénio (HpOn) e radical hidroxila (OH*), s8o as

cansas da  todicidade do oxigénio (Fridovich, 19746). Portanto,

organismos  qu

&

utilizam oxigénio, devem ter mecanismos  que

minimizenm =8 producfo destas ERO em primeira instincia, & também

mecanismos gque possan sequestrar eficientemente os produtos que

Rl * .
nao possam ser detoxificados.

&

& e &

Op —==) 0p¥====> HpOn e y OH®» —===) HnO.

[ M

2H* HY Y HF

Os principais mecanismos de defesa contra as ERO e

tecidos de mamiferos sBo exercidos pela aglo de enzimas, entre

¢las, a superoxido dismutase (S0D), catalase « glutationa




e

ER

peroxidase (GP s ) aglutationa . redutase {GRawe). Qutras
biompléculas com propriedades antiodidantes, & que ajudam  na
defeaa do organismo 80 o alfa tocoferol (Vitwmamina E)Y, =&
glutationa, o #cido ascorbico (Vitamina C) (Fridovich, 1983), as
quais agem como sequestradoras de espdcies reativas (Reich

Stivala, 1969).

A enzimas mencionadas  acima, catalizam reagues

especificas como demonstrado nos esquemnas a seguir (Fsgquema TI)
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Ot 4 057 seme—eeeee) HaOn 4 Op (1)

" Mt )
catalase

Ha0n e e 3 He Qo 4 878 O (&)
GiP

Hs0n  + 268H ————r———— > BHo0 o+ GSSEG (3)
G

ROGH + 265H ~—==wwmee—-=d  ROGH -+ 2H-0  + (G586 (43
GRase

GSEG + NADPH e y  PBSH + NaAbp?T (52

A reagio (1) & de dismutagHo. A reaglo (2) & catalisada
pela catalase, responsiavel pela eliminagio de hidroperdxidos. As
reagoes (3) e (43, sHo catalizadas pela glutations peroxidase, =
gual usa perdxidos como substrato como, o perdxido de hidrogénio
& peroxidos organicos, reduzindo-os &s expensas do redutor
enddgeno GSH (glutationa reduzidal). A reagio (5) catalizada pela
glutat iona redutase mantdm o pool de glutationa reduzida

intracelular.

Certos protozoarios como por exemnplo, o I.QrHzi, parecemn
nio  possuir  enzimss de defesa, como a catalase e glutationa
peroxidase (Docampo & Moreno, 1984), nas diferentes formas do
parasita {(Boveris e Btoppani, 1977). Tal Ffato despertou o
interesse para 0 us0 de agentes anti-parasitdrias que atuen
através da formacBo de espdcies reativas de oxigénio, as quais
seriam  entfio, altamente touicas para o parasita (Docampo e

Moreno, 1984).



Como Jd citado anteriormente, homogenados contendo
Tormas epimastigotas de Jagruzl, se mostraram sensiveis & adiclo
de drogas nitroheterociclicas como Nifurtimox e Benznidazole, as
guais  aumentaram a  geragio intracelular de HnGs  (Docampo @
Gtoppani, 1979). fAssim sendo, o J.oruzi € considerado deficiente
em mecanismos  enximdticos na reduclo de perdxidos (Docampo e
Moreno, 1984 : Boveris e col., 498¢). De fato, a atividade de
superdéxido dismutase em JIagruzl é relativamente baixa quando
comparada a atividade desta enzima em tecidos de mamiferos

(Boveris & Stoppani, 1977 § Boveris e col., 198@),

0 principal mecanismo de defesa das formas
tripomastigotas de JTacrusls baseia~se na aglo de uma  enzimn
denominada tripancotiona redutase. (Try Rase) (Henderson e col.,

1788) .

Fairlamb e Cerami (i985), demonstraram que & redugio
NADPH  dependente da glutationa oxidada, por extratos de cdédlulas
e uma grande wvariedade de tripanossomatideos, reguerin =
presenga de um composto de baixo peso malecular, contendo pontes
de dissulfetos. Este composto foi posteriormente isolade por
Fairlamb, (1985, & identificade como andlogo da glutationa
oxidada. Este composto foi denominado como tripanotiona (N - N

~bis(l-Y-glutamil-L~-hemicistinilglicil)espermidina).
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Figura %: ConversiSo de Tripanotiona Oxidada para

Tripanotiona Reduzida.

A purificacfo € a caracterizacio da enzims tripanotione
redutase foi  feita recentemente por Shames € colaboradores
(4986), a partir de Chritidia fasciculala e de JIrIpRROSODRR.
conaplense. Constataram que esta poesui propriedades fisicas e

gquimicas semelhantes & glutationa redutase de eritrdecitos

humanos .

Tripanoctiona redutase € uma nova enzima da familia das
flavoproteinas que contém pontes de dissulfeto, a qual inclue,
glutationa redutase, lipoamida desidrogenase € mercurio redutase

(Shmames € col., 1986,

(2} tripanotions redutase atua como un sistema
antioxidante que parece ser especifico para tripanossomat ideos
(Shames & col., 1984), catalizando =& reascio (1) {NAD (P YH

dependente). A tripanotiona reduzida & capaz de sofrer uma reaGcao
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rapida de troca nHEo enzimdtica de dissulfetos com outroy
disgulfetos intracelnlares, entre estes, glutationa widada e

cisteina, reago (2). Fstas reacbes estio sumarizadas coma @

E
T + O o} T reagao (1)
/\ /\
HE ——— GH g5

Esta enzima pode também usar como substrato outros
compostos  como por exemplo, os nitrofuranos e naftoguinonas,. As
reagies de nitrofuranos com a tripanotiona redutase s8o  de
papecial interesse, e estudadas em condiglfes merdbicag {(reagio 23
& anaerdbicas (reagBo 3), ambas na presenca do substrato

fisioldgico da enzima *
NADPH NaDP®
L E—

E
T + nitrofurang —————m——— o onitrofurang redurido + R
5 e 5
Op
(reagao &)
£
/}\ + pitrofurang —————eo-) inat ivagio deg £
5 g Helio

(reagao 3)
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A comprovagio gue substratos come os nitrofuranos podem
ser catalizados aesrdébicamente pelwn enzima Try Rase, provoecando a
formagio de radicais, consumo de NADPH, ¢ inibindo = redugHo
especifica de tripanotiona (T8s), abre espectativas no campo para
# procurs  de novas drogas com mgEo treipanocida, que atuem  por
mecanismos diferentes & Fformefo de ERO ou espécies reativas de
nitro derivados (Henderson e col., 1988). Estd comprovado gque
=wiste uma correlaclo entre atividade tripanocida de nitrofuranos
com & afinidade da enzima Try Rase por seu substratoeo (Henderson e

col., 19488).
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2. OBJETIVOS.

Muitas drogas tém sido utilizadas na guimioterapia  da
“Doenca  de Chagas”. Entretanto, apesar de serem efetivas contea
esta parasitemia, esses compostos apresentanm uw elevado grau de

tovicidade para o organismo hospedeiro.

Lomo objetivo principal deste trabalho, nos propusemos a
avalinr & comparar o0s efeitos citotdricos de um possivel composto
antichagdsicao, o pigmento de cor roda extraido da bactéria
Lronchactecium violaceun, a Violaceina e SEUS derivados
sintéticos, com opg dois antichaedsicos comercinis, Nifurtimox e
Benznidazole. A finalidade era encontrar o derivado menos tdésico
para células de mamiferos, que fosse solivel em sistemas aquosos

e que no entanto, mantivesse as caracteristicas tripanocidas.
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3. MATERIAL E METODOS.

REAGENTES.

f procedéncia dos reangentes foi n seguintes
O meio de cultura das celulas, meio Fagle modificado por
Dulbecco - Flow. Lab., McLean, EUA,.
0 soro fetal bovino - Cultilab, Campinas, S.P.
Os antibidticos, penicilina & sulfate de streptomicina -
Laborclin, Pinhais, Brasil.
On isdtapos — Amersham International(79 Ci/mmol-Timidina™ 3H

e - Du Pont (78,3 Ci/mmol-Timidina™3H).

A tripsina ~ Difco, Detroit, EUaA.

A Violaceina, seus derivados sintéticos, bem come Nifurtimox
e Benznidazole, foram fornecidos pelo Dr. Nelson Durian do
Departamento de @uimica Orgdnica do Instituto de Quimica da

UINICAMP.

Os saig usados na preparacio dos tamptes provinham de varias
firmas =

O bicarbonato de sédio ~ Reagen (P.A.), 5o Paulo, Brasil.

O clareto de ¢6dio ~ Reagen (P.A)Y, 8%o Paulo, Brasil.

O cloreto de potdssio — da Riedel-De Haen AG, Alemanhz.

0 cloreto de calcio dihidratado — Merck (P.fd.), Brasil.




O etileno diaminotetrascetato de sodio (EDTA) -~ Reagen,
S%o Paulo, Brasil.

O Ffosfato monobidsico de sédio ~ Carle Erba (P.AL)Y,
Mil8o, Itdlia.

O fosfato dibdsico de sddio ~ Sigma,St.Louis,EUAL(P.AY,
0 tolueno e o etanol — Merck, Brasil.

O formol -~ Conelgo (P.A).

O cristal-violeta -~ Carlo Erba, Mil8a, Itdlia.

O PPO g0 POPOP -~ New England Nuclear,

0 TCA ~ Reagen (P.A), SHo Paulo, Brasil.

O hidroxido de sddio - Merck, Brasil.

G dimetil sulfoxideo ~ Aldrich, Milwankes, EUA.

A catalase -~ Bigma (Z20.0060 u/mg),

3.2. APARELHOG.

(=3 leituras de absorbancia foram efetuadas
espectrofotometro UV-visivel da Beckman, modelo D.B, & as
radioatividade em espectrofotimetro de cintilagRoe liquida
Beckman, .modelo LE 1@00.. A contagem das cdlulas era feita

fal " . * » v -
camara de Neubauer, com a ajuds de um microscopio invertido

30

&n

de

da

a€m

da

Nikon, JapRo. As colonias de cédlulas foram contadas com auxilio

de um estereonicroscdpio da Zeiss, Olemanha.
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O trabalhos estéreis de subcultivos e tratamento dag
células foram realizados em um fluxo laminar da VEco, Campinas,

Brasil.

A5 celulas foram mantidas em incubadoras com cimara d

Aagua dupla da Tec Termo, 3o Paulo, Brasil.

3.3. CELULAS: CULTIVO E LINHAGEM.

Os rperimentos foran realizados utilizando-se um clone
derivado da linhagem V79 de Hamster Chinés (V7%/clone MB), cedido
pelo Prof. Dr. Rogério Meneghini da Universidade de 83o Paulo. As
células VYZ79 gHo fibroblastos de pulmBo de Hamster Chinés,
transformados pelo virus de c@ncer animal V40 (Simian Virus 40)

{(Ford & Yerganian, 1958).

As ceélulas foram rotineiramente cultivadas para estagque
em garrafas de vidro (garrafas para diluicio de leitey, em meio
de cultura completo, ow seja, meio Emgle modificade por Dulbececo
(DMEMS , contendo 100 U/ml de penicilina & 100 ug/ml de sulfato de

estrepltomicina, suplementade com 1@ % de soro fetal bovino (8FB).



de

As  células cresciam aderidas ao fundo da garrafa, até atingir a
densidade de confluéncia, formando uma monocamada, sendo mant idas

"

& 379 € em atmosfera dmida com & % de COn.

0% subcultivos foram feitos mediante repiques periddicos
das células, lavando-se as mnesmas com PBS (Nall 37mM 3 KC1 2,7mM
NanPay 8mM e KHoPoy) e tripsinizando-se com soluglo de tripsina
©,4 % em PBS contendo 0,041 % de EDTA. Alilquotas dessa suspensio

foram entHo transferidas para novas garrafas de cultura.

3.4. TRATAMENTOS COM 05 AGENTES.

Tanto Vialaceina como Br-Violaceina, Nifurtimox e
Benznidazole foram dissclvidos em DMS0 (dimetil-sulfduido 99,9%
aran  espectroscoepico}, e, imediatamente apdés a solubilizacHo,
diluidas adequadamente PBS contendo Ca®® (fmM) previamente a sun

utilizagio nos tratamentos.

O Metilol-Violauceina Ffoi dissolvido em dgua  destilads
filtrada (Filtro Millipore G84H 62500) ¢ imediatamente apds total
solubilizacio, diluido em PBS-Ca®t antes de sua utilizag8o nos

tratamentos.

Tadas as  incubagies foram feitas & 2379 € em  atmosfera

Umida contende 5 % de COn.
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3.%. MEDIDAS DE EFICIENCIA DE PLAQUEAMENTO E SOHREVIVENCIA

CELULAR.

Comog parémetro de sobrevivéncia celular, mediu-se @
capacidade de células individualizadas se reproduzivem & formarem
colénias de pelo menos 50 células. Para isso células de uma
cultuyra B crescimento cuponencial foram tripsinizadas,
individual izadas por pipetagens sucessivas, contadas em c&mara de
Neubauer & entfo diluidas & uma densidade de 150 células/ml. A
cada placa de Petri de % com de didmetro eram entlo adicionados 2
ml dessa suspensio celular em DMEM suplementado com 20 X de &FB.
B200 células VZ9/MB/placa. Apds um periodo de incubag8o de 6 horas
A 379 C em atmosfera umida com 5 X de CO0p para fixagldo das
celulasg, procedeuy—se Ao tratamento com ) agentes £m

Ladd - Y -
concentragies crescentes especificadas nas legendas das figurss.

¢ tratamento com os agentes era feito por 3¢ minutos =&

379 C.

Apds = retirada dos agentes, as células foram lavadas
‘-) 3 E i . »
com PRS-Ca*T, e entHo foram cultivadas em meio de cultura (DMEM)

suplementade com 29 X de 8BF, durante 7 dias, para o crescimento
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clonal.

~ . ~y " bt} .
Ay colinias  foram entioc lavadas com PHRS-Cast, fimadas
com fTormol (30 %) e coradas com violeta cristal (1 %X). hHs
colonias com mais de 50 cdlulas foram contadas com o auxilio de

um esterecnicroscepio.

A razio entre o npumero de colénias formadas € o numero
de células semeadas fornecia a eficiéneia de plagueamento  que,

nas condigtes controle era geralmente de 80 % a 4100 X.

& sobrevivéncia foi expressa em termos da porcentagem de

coldnias sobreviventes ao tratamento, em relagfo aos controles.

3.6. MEDIDAS DE TaAXA DE SINTESE DE DNA.

Células de uma cultura em crescimento exponencial foram
processadas  com  descrito no item 3. Apds contagem das células,
estas foram semeadas pumna densidade de 5 x (g9 ceélulasg
V79/M8/placa de 2.9 ocm de digdnetro (Descarplast) & icubadas por
46 horas & 379 C em atmosfera dmida com & % de COp em meio  de
cultura (DMEM), suplementado com 10 % de SBF. Apds esse periodo

foi feito o tratamento com os agentes por 30 minutos, nas



oy gn
ad

concentragties euspecificadas nas JTegendas das figuras, apds ©

. . W
qual, as células foram lavadas com PRS-Ca<™,

A seguir, procedia-sg # marcagac das células  com
timidina-“H, incubando~gse as mesnus em meio de  cultura  (DMEM)
contendo o isdtopo (5 — 42 uCi/ml ; 5@ CimM) por 39 minutos.

Completado o tempo da msrcacio, as celulas foram lavadas
. 5 . . -
aucess ivamente com PBS-Cast, Tivadas com TCA a 5 %X gelado =&

lavadas duas vézes com etanal 9% % gelado.

fpos =  secagem das placas & temperaturs ambiente,
procedia-se & lise das célulag, adicianando-se 1 ml  de NadM

¢,5M/placa, seguido de incuba¢lo % 379 por 6@ minutos.

A quantidade de timidina~“H incorporada no DNA foi
determinads  como a radieatividade do material celular acido
insolivel. Para isso, aliquotas de 160 ul do lisado celular foram
aplicadas sobre tiras de papel Whatmam n® 47 de 4.8 » 4,9 cm, em
duplicatas, as quais Fforam precipitadas com TCA & 5% gelado,
lavadas duns vézes com stanel 9% % gelado, € finalmente, lavadas
uma ver com  aceltona gelada. As tiras de papel eram postas na
estufa para secarem (309 ), & a radioatividade determinada em
frascos de cintilagBo contendo 5 ml de PPO = POPOP @ tolueno
(4,09 1 ©,59 ¢ 1L) em espectrofotdmetro de cintilaglo liquida da
Beclmam LS-100C. O restante do lisado foi utilizado para leitura
de absorbincia  a 260 nm no espectrofotémetro da Beckmam D.B. =

fim de quantificar o conteddo de dcidos nucleicos. A razio entre
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a radioatividade incorporada e de absorbéncia a  286¢ nm, foi
tomada como expressiio da taxa de sintese de DNA (cpm/fngp). 0%
valores obtidos em culturas tratadas em duplicatas foram
edpressos como percentagens daqueles abtidos em culturas controle

" 4.
tratadas com PBS Cagt



4. RESULTADOS.

4.1. SOBREVIVENCIA DE CELULAS V79/MB TRATADAS COM VIOLACEINA, Br-

VIOLACEINA, METILOL-VIOLACEINA, NIFURTIMOX E BENINIDAZOLE.

4] efeito de um determinado asgente na viabilidade
reprodut iva de celulus &m cultura, pode ser demonstrado pela
perda da capacidade destas de formarem coldnias, apos tratamento

com o mgente em gquestio.

fa figura 1 mostra = letalidade de células V79/MB
tratadas com concentragtes crescentes de Violaceina. 0 Dyy ( onde
um  Foton & capax de eliminar 37% das células) corresponde i dose

de 1,545 1079 M,

5 figura 2 wmostra a letalidade de celulas UW/9/MB
bratadas com o derivado sintético de Violaceina, =& Bromo-

Violaceina. 0 Dgy corresponde a dose de 4,151 L107T M.

& Tigura 3 nos mostra = letalidade de células VUZ79/MB
tratadas com o segundo derivado sintético de Violaceina, o

Metilol-Violaceina. 0 Dgy corresponde a dose de 3,0 o 1079 M
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FIGURA § : CURVA DE SOBREVIVENCIA DE CeELULAS V79/MB TRATADAS COM
VIOLACEINA.

fis células (30Q cédlulas/placa de Scm de didmetro)
foram tratadas com diferentes concentragoes de Violaceina por 30
minutos =3 37°C € as colbnias formadas contadas apés 7 dias de
crescimento como descrito em Material e Métodos (item 3.5). As
barras correspondem aos valores médios com respectivos desvios da
média de dados de 2 experimentos em duplicatas.



LN NN A N N N N N N N BN N N BN BN BR BN BN B BN BN N BN N OB N N ON N N N N N N N N N N N N

% de Sobrevivencia

39

102 gt

Ll b J_L

107

LANE S S At 3

T

100 : : :

L] x 4869 M

FIGURA 2 & CURVA DE SOBREVIVENCIA DE CeELULAS V79/MB TRATADAS COM
BROMO-VIOCLACEINA.

As células (360 células/placa de Scm de didmetro)
foram tratadas com diferentes concentractes de Bromo~- Violaceina
por 30 minutos a 379C € as colbnias formadas contwadas apés 7 dias
de crescimento como descrito em Material e Métodos (item 3.5). As
barras correspondem aos valores médios com respectivos desvios da
media de dados de 2 experimentos em duplicatas.
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FIGURA 3 & CURVA DE SOBREVIVENCIA DE CELULAS V79/MB TRATADAS COM
METILOL~VIOLACEINA.

As células (300 cédlulas/placa de Scm de didmetro)
foram tratadas com diferentes concentragtes de Metilol~-Violaceina
por 3¢ minutos & 372C e as colonias formadas contadas apds 7 dias
de crescimento como descrito em Material e Métodos (item 3.5). As
barras correspondem aos valores médios com respectivos desvios da
média de dados de 2 experimentos em duplicatas.
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A Figura 4 mostra os valores obtidos de Violaceina &
seus derivados na sobrevivEncia de células VZ9/MB tratadas com as

mesmas contracdes destes agentes.

A Figura % pos mostra o comportamento de Nifurtimox e
Benznidazole em células WU/9/MB através do paranétro de Doy s
aquando as células foram tratadas nas memas concentragoes de

Vionlaceina e derivados.

4.2. ARAO DE VIOLACEINA E SEUS DERIVADOS NA REPLICACAC DO DNA DE

CELULAS V79/M8B.

fApos se detectar o efeito de Violaceina & seus derivados
sintéticos na sobrevivéncia celular, procuroau-se verificar se
coeses angentes exerceriam algum efeito ao nivel molecular, como
por exemplo, parada na replicacio do DNA. Essa avaliacio foi
feita utilizando-~se radicisdtopos (FH-Tdr) como descrito no item

& a

B figura 4 mostra a taxa de inibigHo da sintese de DNA,
frente aoc tratamento com Violaceina em doses crescentes com
ceélulas UZ79/MB. A dose que representou o IDge (dose capaz de
inibir S04 da taxa de sintese de DNAY para Violaceina foi de

13,36 » 1867 M.
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FIGURA 4 ® CURVAS DE SOBREVIVENCIA DE CeELULAS V79/MB TRATADAS COM
VIOLACEINA E SEUS DERIVADOS SINTETICOS.

As células (300 células/placa de 5,@ cm de dimetro)
foram tratadas com diferentes concentragtes de Violaceina (%),
Bromo-Violaceina (o) e Metilol-Violaceina (+) nas MESMAS
condi¢des das figs 1, 2 € 3.
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FIGURA S : CURVA DE SOBREVIVENCIA DE CeELULAS V79/MB TRATADAS COM
NIFURTIMOX ¢ BENZNIDAZOLE.

As celulas (309 células/placa de Scm de diametro)

foram tratadas com diferentes concentragoes de Nifurtimox» (0) e

Benznidazole (%) por 30 minutos a 379C, € as colonias formadas

contadas apés 7 dias de crescimento como descrito em Material e

Métodos (item 3.5). As barras correspondem aos valores médios com

respectivos desvios da média de dados de 2 experimentos em
duplicatas.
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FIGURA 6 ® TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAE VU79/MB TRATADAS COM

VIOLACEINA.
Células em crescimento exponencial (50,000
células/placa de 2,5 cm de didmetro) Fforam tratadas com

diferentes concentragoes de Violaceina por 30 minutos a 379C e
posteriormente incubadas em meio de cultura contendo 3H-timidina
(10 uCi/ml) por um periodo de 3@ minutos. A quantidade de OSH-
timidina incorporada no material celular amcido insclhidvel foi
utilizada como atividade de sintese de DNA (item 3.6). A razRo
entre = radioatividade € absorbidncia de cada amostra foi tomadsa
como expressio da sintese de DNA (cpm/Ange Nm). O0s dados foram
expressos em porcentagem relativa & sintese do controle (1006 ),
o qual foi exposto somente ao tampio. O0s desvios apresentados
referem—-se, ao desvio da média da porcentagem de sintese de DNA
de dois experimentos independentes feitos em triplicatas.
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A Figura 7 mostra a tawa de inihiglo da sintese de  DNA
de cdélulas VUZ79/M8 tratadas com doses crescentes do  derivado
Bromo~Vielaceina., A dose que correspondeu ao  IDge para  este

agente foi 5,75 x 407V M,

A Figura B mostra =a inibigfio da sintese de DNA  de
células V79/MB  frente a0 tratamento com o derivade Metilol-
Violaceina. NEo foi possivel obter nestas concentragoes o wvalor
de  IDmg. 08 efeitos dos compostos podem ser melbor  visualizados
atraves da figura 9. Apenas 195 % de inibi¢io foi detectado no

tratamento das células com Metilol-Violaceina.

Ji oa Figurs 19 wostra a aglHo de Nifurtimox na inibigio
de sintese de DHNA em células VUZ79/M8 tratadas com concentragies
igunis aauelas de Violaceina & derivados. NEo foi possivel obter

nestas condigfes o valor de IDsg.

B figura 11 mostra o efeito de Renznidazole na sintese
de DNA. Pode-se observar através da figura que nBo houve inibicHEo
significativa que permitisse determinar IDsg na taxa de sintese

de DHNA das células tratadas com este agente.

A dose que produziu ouma inibigle maior da tamxa  de
sintese de DNA para ambos, Nifurtimox e Benznidazole foi de 104
M, e isso em termos de porcentagem representou 2¢ X e 1% A%

respect ivamente .(Fig. 12).
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FIGURA 7 & TaXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS V79/MB TRATADAS COM
BROMO-VIOLACEINA.

Célulms en crescimento exponencial (5¢.000
células/placa de 2,% ecm de diametro} foram tratadas cCom
diferentes concentractes de Bromo~Violaceina por 3¢ minutos =
379C e posteriormente incubadas em wmeio de cultura contendo
FH-t imidina (i@ uCi/ml) por um periodo de 3¢ minutos. @A
quant idade de 3H-timidina incorporada no material celular dcido
insoluvel foi wutilizada como atividade de sintese de DNA (item
3.46) A razfo entre a radioatividade € absorb8ncia de cada amostra
foi tomada como expressfo da sintese de DNA (cpm/Ange nm). Os
dados foram expressos em porcentagem relativa & sintese do
controle (109 X%X),0 qual foi exposto somente ao tampBo. 0s desvios
apresentados, referem-se a0 desvio da média da porcentagem de
sintese de DNA de dois experimentos independentes feitos em
triplicatas. .
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FIGURA 8 ¢ TAXA DE SINTESE DE DNA EM CEZLULAS VU79/MB TRATADAS COM
METILOL-~VIOLACEINA,
Células em crescimento exponencial (50.0¢0
celulas/placa de 2,9 cm de didmetro) Fforam tratadas com

diferentes concentra¢cvoes de Metilol-Violaceina por 3¢ minutos a
379C ¢ posteriormente incubadas em meio de cultura contendo
3H-t imidina (10 wuCi/ml) por um periodo de 30 minutos. A
quant idade de SH-timidina incorporada no material celular #Hcido
insolivel foi wutilizada como atividade de sintese de DNA (item
3.6). A razBo entre =a radioatividade € absorbincia de cada
amostra foi tomada como expressSo da sintese de DNA (cpm/Ange
nm),. Os dados foram expressos em porcentagem relativa 8 sintese
do controle (180 X)), © qual foi exposto somente ao tampio. Os
desvios apresentados, referem-se ao desvio da média da
porcentagem de sintese de DNA de dois exper imentos independentes
feitos em triplicatas.
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FIGURA 9 : TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS V79/M8 TRATADAS COM
VIOLACEINA E SEUS DERIVADOS SINTETICOS.

Célulae em crescimento exponecial foram tratadas com
diferentes concentragtes de Viclaceina (%), Bromo-Violaceina (g)
e Metilol-Violaceina (+) nas mesmas condigBes das figs 6, 7 e 8,
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FIGURA 19 t TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS VU79/MB TRATADAS COM

NIFURTIMOX.
Celulas em crescimento exponencial (50,000
células/placa de 2,5 cm de didmetro? foram tratadas cCom

diferentes concentragBes de Nifurtimox por 3¢ minutos a 379C e
posteriormente incubadas em meio de cultura contendo SH-timidina
{(i¢ uCi/ml) por um periodo de 30 minutos. A quantidade de Iy
timidina incorporada no material celular acido insoldvel foi
utilizada como atividade de sintese de DNA (item 3.4). A razio
entre a radioatividade e absorbéncia de cada amostra foi tomada
como expressfo da sintese de DNA (cpm/Apgpe nm). Os dados foram
expressos em porcentagem relativa & sintese do controles (100 %),

os quais foram expostos somente ao tampio. Os desvios
apresentados, referem—se aos desvios da média da porcentagem de
sintese de DNA de dois experimentos independentes Ffeitos em

triplicatas .
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FIGURA i1 ¢ TAXA DE S{NTESE DE DNA EM CELULAS V79/MB TRATADAS COM
BENZNIDAZOLE.

Celulas €m crescimento exponencial (50.000
cdlulas/placa de 2,% ¢m de difmetro) foram tratadas Com
diferentes concentragfes de Benznidazole por 3@ minutos & 37°C ¢
posteriormente incubadas em meio de cultura contendo SH-timidina
(42 uCi/ml} por um periodo de 3¢ minutos. A quantidade de 3y
timidina incorporada no material celular #cido inscliivel foi
utilizada como =atividade de sintese de DNA (item 3.6). A razio
entre @& radioatividade e absorbincia de cada amostra foi tomada
como expressio da sintese de DNA (cpm/Apgpe nm). Os dados foram
expressos em porcentagem relativa & sintese do controles (19¢ %),

oS quais foram expostos somente =ao tampilo. Os desvios
apresentados, referem—se aos desvios da média da porcentagem de
sintese de DNA de dois experimentos independentes feitos em

triplirlicatas.



% CPM/Abs 260 nm

100 - - Y

— i s ot

90 T T T e

80“ b

70} -

40

T
I

201 e

104 o

FIGURA 12 : TaXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS V79/MB TRATADAS COM

RITROUCOMPOSTOS.
Células em crescimento exponencial (50.000
células/placa de 2,5% ¢tm de difmetro) foram tratadas com

diferentes concentractes de Nifurtimosx (2) e Benznidazole (©) nas
mesmas condigUes das figs 10 e 14.
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4.3. CINETICA DE RECUPERAGAC DA SINTESE DE DNA EM CELULAS VU79/M8

TRATADAS COM VIOLACEINA E BR-VIOLACEINA.

08 resultados anteriores mostraram que a replicagio do
DNA de células VZ79/MB tratadas com Violaceina e Br-Violaceina Foi

inibida inediatamente apds o tratamento com estes agentes.

A Fim de melhor compreender o mecanismo envolvido na
inibicio da sintese de DNA celular por Violaceina e pelo derivado
Br-Violaceina o0s quais se mostraram mais tdxicos, realizamnos
2Hperinentos  para verificarmos S8 Caso OCOFFEria UMA recuperagio

apds algumas horas ou n&p, da sintese de DNA ®os niveis normais.

As figuras 13 e 14 nos mostram gue apds o trataments com
uma dose de £,16 ¥ 1679 M para Violaceina, € % x 1079 M PR R
Br-Violaceina, que corespondem a uma inibigio de 5@ % , atingiu-
se uma  inibigo mdxima da sintese de DNA 99 wminutos apds o
tratamento. Posteriormente, para ambos os agentes ndo observou-se
recuperagio de sintese apds & horas, verificando-sg uma inibigio

de aproximadamente 50 X em relacio aos niveis NOrmais.,
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FIGURA 43 : CINETICA DE RECUPERACAO DO EFEITO DE INIBICAO DA
SiINTESE DE DNA INDUZIDA POR VIOLACEINA.

Celulas V79/M8 em fase exponencial de crescimento
(50.000 células/Placa de 2,59 cm de didmetro) foram tratadas com
1,16 » 177 M de Violaceina (PBS-A, 30 minutos, 37°C). A marcacio
com 9SH-timidina foi realizada apds intervalos crescentes de
recupera¢io. Foi feito um controle para cada tempo de
recuperagfo. A taxa de sintese de DNA foi medida como descrito em
Material e Métodos (item 3.86). 0 experimento foi feitoc em
duplicatas, sendo apresentados os desvios da média.
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FIGURA 44 ¢ CINETICA DE RECUPERACEZO DO EFEITO DE INIBICAO DA
SINTESE DE DNA INDUZIDA POR BROMO-VIOLACEINA.

Células V79/M8 em fase exponencial de crescimento
(52.000 cé€lulas/placa de 2,5 cm de difimetro) foram tratadas com
5 x 127 9M de Bromo-Violaceina (PBS-A, 36 minutos, 379C). A
marcagio com SH-timidina foi realizada apos intervalos crescentes
de recuperacB®o. Foi feito um controle para cada tempo de
recuperacfo. A taxa de sintese de DNA foi medida como descrito em
Material e Métodos (item 3.6). 0 experimento foi feito enm
duplicatas, sendo apresentados os desvios da méddia.
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4.4. ESTUDOS DE PROTEGCAO DO EFEITO LETAL NA VIABILIDADE CELULAR E

NA INIBICAO DE SiINTESE DE DNA EM CELULAS VU79/M8 EXPOSTAS A

VIOLACEINA.

Neste estudo procuramos verificar a aclo de Violaceina
na presenca de Catalase, uma enzima antioxidante (Lehninger,
19850 . Esta enzima ¢ frequentemente utilizada nos estudos
moleculares de vArios agentes, com o objetive de  investigsar a
formagio e a participagdo do perdxido de hidrogénio (Ho0n) nos

efeitos deletérios observados.

A figura {5 mostra o efeito de proteg8c conferido pela
Catalase frente s efeito tdxico de Vialaceina PR a

. . e B
sobrevivéncia celular. Observou-se um Dgy de 3,0 x 107 M.

Com a finalidade de wverificarmos LM provave l
participagiio do perdéxido de hidrogénio na inibigio da sintese de
DNA  produzida por Violaceina, realizamos os estudos de protecio
com Catalase. A figura 14 nos mostra um IDsg de 16 2 1077 M para

celulag V79/M8 tratadas com Violaceina na presengs de Catalase.
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FIGURA 1S : CURVA DE SOBREVIVENCIA DE CELULAS VU79/M8 TRATADAS COM
VIOLACEINA NA PRESENGCA DE CATALASE.

As ce€lulas (300 células/placa de 5,0 cm de didgmetro)
foram tratadas com diferentes concentracgtes de Violaceina (%¥),e
Violaceina na presen¢a de Catalase (250 U/ml) (o) por 3¢ minutos
a 379C e as coldnias formadas contadas apds 7 dias de crescimento
como descrito em Material e Métodos {item :3.5).
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FIGURA 16 ® TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS VU79/MB TRATADAS COM
VIOLACEINA NA PRESENCA DE CATALASE.

Células em crescimento exponecial (1¢.60690 / placa)
foram tratadas com diferentes concentractes de Violaceins (o) ¢
Violaceina na presen¢a de Catalase (%) (250 U/ml) por 3@ minutos
a 379C e posteriormente incubadas em meio de cultura contendo SH-
timidina ({¢ uCi/ml?) por um periodo de 3@ minutos. A guantidade
de SH-timidina incorporada no material celular dcido insolivel
foi wutilirada como atividade de sintese de DNA (item 3.6). A
raz8o entre =a radioatividade e absorbfncia de cada amostra foi
tomada como expressio da sintese de DNA (cpm/Ange nm). Os dados
foram expressos em porcentagem relativa & sintese do controles
(400 X),o05 quais foram expostos somente ao tampio.
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S.4. ESTUDOS DE CITOTOXICIDARE DE VIOLACEINA E DERIVADOS.
Neste trabalho, o ponto de partida foli estudarngs o

efeitos de Violaceina sobre os processos de viabilidade celular o

replicvacio do DNA na linhagem celular VZ9/MB.

Este interesse pascen apos verificar—se em NOSS0S
laboratdrios, gque a Yiolaceina na faixa de dose de 10 a 49 ug/ml,
inibia o crescimento do flagelado Iegruzl (Duran e col., 1987).
Sendo  assim, nosso ohjetivo consistiu em avaliar oz efeitos
citotdnicos deste composto com acgfo tripanccida comprovada, na
tentativa de encontrarmos um agente potencial para o tratamento

da enfermidade de Chwngas.

Como apresentado na Figura 4, a8 Violaceins se wmostrou
altamente tdxica para as células V79/MB. Fste resultado nos levou
a testar dois derivados sintéticos deste composto ¢ Bromo-
Violaceina ¢ Metilol-Violaceina. Estes testes foram feitos na
tentativa de encontrarmos um derivado menos tdxico parn  as
células, que fosse solivel em dgua & que tivesse agho inibitdria,
tanto na motilidade do I.cruzi, guanto no seu crescimento (Haun e

col., L1999).
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0% resultados por nés obtidos entretanto, nos mostraram
que Br-Vicolaceina apresenta um Doy semelhante ao apresentado por
Vielaceinn. (Fig. 4 ). Entretanto, em testes realizados em nossos
laboratdirios, Violaceina apds 80 horas de cultura de JTa.cruzi
(forma  epimastigota, cepa Tulahuen) inibiw 79 % da motilidade do
flagelado, enquanteo Bromo WViolaceina inibe ao final do mesme

tempo, apenas 956 X .

JE as células VZ79/M8 tratadas com Metilol-Violaceina nas
mesmas concentragtes usadas para Vialaceina e Br-Violaceina, se
mostraram mais resistentes aos efeitos letais deste derivado,
apresentando  um Dgy de 3,¢ o §07% M, (Fig. 3). No entanto, este
composto se mostra como o mais egfetivo tanto na  inibigEo  de
crescimento  do flagelado como da motilidade. Metilol Vielaceina
ag  final de 48 horas inibe 108 % & mwotilidade do Flagelando

(Tabelas § e & pag. 110.

Podemos notar que & acdo de imobilizagho do flagelo, bem
coma  de mortalidade do T.gruzl nio estio relacionados com O
efeito tdxico de Vielaceina & seus derivados em cdlulas V79/M8,
Ja gue o Metilol Vielaceina, composto menos toxico ¢ o mais

efet ivo contra as formas epimastigotas deste protozeodrio.

Apds os  experimentos de  sobrevivBneian celular para
detectarmos o efeito de Violaceina e seus derivados sintéticos na
viabilidade reprodutivea de cdlulas UZPP/M8, procuramos verificar

s5€ €sHes agentes seriam capares de produrir algum efeito o nivel

et s
UNtcamp N}
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molecular, comg por exemplo, inibigio da sintese de DNA.

i inibigdo do processo de replicagio do DNA consiste
numa  resposta celular gendrica € imediata & presenca de lesies
NESSH meldouls, induzidas por agentes quinicos ou fFisicos

(Painter, 1977).

Na figura 9, pode-se observar que Violaceina e seus
derivados usados na mesma faixa de concentracio, inibhiram =a

sintese de DNA de uma fTormza dose dependente, sendo que Bromo-

e

Viclaceina foi o maior inibidor, apresentando um IDuy de 5,75

109 4,

A inibigio da sintese semiconservativa do DNA em células
gucaridticas, pode resultar de diferentes tipos de pertubagfes no
processo de replicacio (Hall e Mount, 1981i). Ela pode ser causads
por um blogueio da iniciacio das unidades de replicagio, os
replicons, pelo blogueico da progressdo dos pontos de crescimento
do DA JAd existentes, e pela reduglo da velocidade de
deslocamento da “forquilha de replicagio” (Painter e Howard,
1982, Incluem também altera¢des das enzimas envolvidas no

praprio processo de sintese (Friedberg, 1985).

fAosim, atraves das Figuras 6 e 7 ohsgrva-se LB
comnportamento bifdasico da inibi¢lo da sintese de DNA por

Vielaceina & Browmo-Violaceina. EFssa resposta bifdsica observada

mostra um efegito intenso em doses baixas, ocasionade  pelo




blogueio da iniciagdo de replicons, € um aumento peqgueno da
inibigdo em doses mais elevadas ocasionado pelo impedimento  do
progresso  da forquilha de replicacio. Este fato assemelha—-gse a0
aobtido com cé€lulas eucaridticas tratadas com radiagio ionizante

(Painter e Young, 19865,

Mo caso da inibi¢Ro de sintese de DNA de células VZ9/MO
Eratadas Com Metilol-Violaceina (Fig. &), abserva-se LERY
comportamento da captacfo de “H ~Timidina por gatas, mais lento e
parcinl. De acordo com Painter (198%5), inibidores de iniciagia de
replicagao e elongaglo de cadeia de DNA como o0s raios-X, e
d-pitroguingl ina~N-oxido tPainter, 1978, bem como alguns
inibidores de Topoisomerase I[I, g8o capazres de produzirem este
tipo de comportamento. Logo isto poderia indicar que os derivados
ténicos de Violaceina estariam atuando ao nivel de DNA em cédlulas
Y79/M8. Possivelmente, Violaceina & seus derivados nd3o estariam
atuando a este nivel no protoroario. Entretanto, podem estar

atuando em outra organela que nie o ndcleo celular.

Dos valores a seguir apresentados en forma de  tabela,

podemos salientar alouns dados importantes ¢
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Metilol-Violaceina 3,00 tid

iich, nEo determinado na faive de concentracko atilizada.

i. o derivado sintetico Broma Viclaceina mostrou—se mais
tduico, tanto no nivel sobrevivenoia celulzr, como ae nivel de

initbhigio de sintese de DNA.

' o0 derivado sintético Metilol Violaceina mostrou-se
menos  tdxico para a linhagem celulwr UZ9/7MB, tanto ao nivel de
sobrevivéncia celular, como ao nivel de inibigHo de sintese de
DNA. No entanto, mostra-se como sendo o derivado mais potente

contra o flagelado I.orugl (ceps Y)(Durdn & col., 1987).
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« ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE DE. NIFURTIMOX E BENZNIDAZOLE.

&

-

Muitos nitrocompostos com atividade teipanocids tém sido
descritos desde  que Packchanian (1937), relatouw a atividade de
nitrofuranos contra a infeccio experimental com J.gruzl (Brener,
1979). Como j& foi citadoe na introdugio deste trabalho, exdistem
FOMCOS comnpostos com atividade antitripanossomal com  bhaixa
toxicidade. Na atualidade g4 se conta com dois agentes
quimioterdapicos capazes de curar a doenga durante sua Tase aguds,
530 eles os nitroderivados Nifurtimox e Benznidazole, tendo e
discussio ainda GLIRE capac idades pars produzirem CUr RS
verdadeiras na fase criénica (Moreno e col., 1982). Aleém disso, =
resposta guinioterdpica depende das cepas de Jagkugzi utilizadas,

pois existen cepas resistentes (Filardi e Brener, 1987).

A partir dos resultados de citotodicidade de Violaceina
¢ derivados, procuramos fazer um estudo comparativo da agho
destes composteos e dos dois medicamentos mais usados clinicamente
na Brasil & América Latina contra a Doenga de Chagas, Nifurtimox

& Benznidazole (Brener g Cangado, 1979 @ Gorla & col., 1989,

Ha figura 5, observa-se¢ gue tanto Nifurtimox gquanto
Benznidazole, nio se mostraram tduxicos para as cédlulas UZ9/MB,
tratadas nas mesmas condicies experimentais € de concentracio

tos experimentos com Violaceina e derivados (Fig., 4).
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Fetas duas drogas antichagdsicas também foram testadas
ao nivel molecular, onde na figura 12 observa-$¢ que NRS  MESNARS
condi¢ies de concentra¢io usadas para Viclaceina ¢ derivados , ©
maximo de inibicRo da sintese de DNA dose dependente encontrado

Ffoi de 19 % para Benznidazole, e de 2@ % para Nifurtimox.

Dados de literatura, entretante, nos mostram que alguns
nitrofuranos  sio mutagénicos em bactérias (Tazima € col., 1975y,
padendo também ser indutores de cincer em animais (Cohen e col.,
1975y, e de aberragoes cromossdmicas em  linfécitos humanos
(Tonomura e Basaki, 1973). J& com o8 derivados da familia dos
nitroimidazoles, sabe~se gue estes compostos sBo carcinogdnicos
fracos (Rustia & Shubik, 1972 bem como mutagénicos (Voogd & col.

19790 .

Alguns estudos tém mostrado que nitroimidazeoles
reduxidos eletroliticamente, ou através de agentes redutores bem
como  atraves da presenca de um sistemn de ativagEo microssomal
(Fragio B¢ de figado de rato) (Ames & col., 41975, induzem
gquebhras ¢ desestabilizagio de cadeias, ocasionando o aparecimento
de  gquebras sinples no DHA (Knox & col., 1984). Estas gquebras
estio realcionadas com » produgfo de um grupo nitro, o gqual =ao
HBar Vﬁauxidm” pode determinar a formacio de um derivado nitroso
instavel e wuma hidroxilamina, os guais sHo responsdveis por
mutagénese, quebras simples de cadeia e alguilacfeo de proteinas.

(Docampo & col., 1981 ad.
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Fetes dados da  literatura podem ent8o uplicar o
resultados obtidos por nés tanto ao nivel de sobrevivéncia
celular, quanto ao nivel de inibi¢io de sintese de DNA de células
Y79 /M8 tratadas com Nifurtimox e Benznidazole (Fig. U & 12). A
auséneia da reducio destas duas drogas, poderia impedir a aglo

toricn destas nas concentragies testadas.

Nao foi possivel obtermos valores de IDse para estes
compostos. O efeito miximo de inibigHo de sintese de DNA de 20 %
Com ambag as  drogas, provavemente tenhs sido devido &
concentragio  limitante das drogas usadas nog experimentos. Este
Ffateo vem concordar com ps resultados obtidos por DVorak e Howe
{4977, onde compravaram 4que na concentragio de 104 H,
Nifurtimox € capar de arredondar as celulas do hospedeiro

vertebrado de Teotuzl, & descold-las da garrafa de cultura.

5.3. ESTUDOS DA CINETICA DE RECUPERACAC DE SiNTESE DE DNA DE

CELULAS VU79/MB8 TRATADAS COM VIOLACEINA E BROMO-VIOLACEINA.

Estudos recentes, apontam dois tipos de inibiglo de
sintese de DNA produrida por védrios agentes quimicos ou fisicos
(Suciu, 1996). A inibigHo da sintese de DNA por agentes capazes
de  inativarem a iniciacio dos replicons (Painter, 1978, 1984
Grupta e col., 1987 ; Woynarowski € col., 1988 3 Pommier € col.,

1984y, € um processo lento, onde os inibidores usados em baixas
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doses, sio capazes de reduzirem a replicaglac do DNA em apenas 597
dos valores dos controles. Ao contrario, & inibigio da sintese de
DNA por agentes capazes de inibirem a forma¢8o e/ou polimerizagio
de deoxirribonucleotideos (Colling & col., 1982 ; Muller e col.,
1975, & um processo rapido, onde as concentragdes dos inibidores
usados, 5o capazes de reduzirem a replicacio do DNA em valores

syuperiores a 8% ¥ em relacio sos controles (Suciu, 1990).

08 nossos resultades dos  estudos de cinétics da
recuperagio da sintese de DNA de ¢élulas VZ79/M8 tratadas com
Vielaceina e Bromo-Violaceina (Fig. 13 ¢ 14), indicam uma nio
recuperacio da  sintese aos niveis normais apoés & horas da
eliminagiio dos agentes testados (Painter, 1977). Este fato pode
indicar a presenga de um grande ndmero de lestes presentes na
moldocula de DNA, as quais nio sRo reparadas durante este

intervalo de tempo.

Na analise destes resultados, devemos congiderar o fato
de que a inibigi8o da replicacio do DNA produzida por inibidores
da formacio e/ou polimerizacio de deorirribonucleotidens ¢ senpre
revertida  imediatamente apds 3 eliminagio dos agentes. Por outro
lado, os efeitos causados por inibidores de iniciagfo de

replicons e elongamento da cadeis de DNA, sBo irreversiveis.

No caso das célunlas VZ79/M8 tratadas com Violaceina,
observa—-se uma pequena recuperacio da replicacio do DNA (Fig.

13, Este resultado pode ser devido ao fato de gue, em doses




4

baixnas 0% inibidores de iniciaglo de replicons, podem produzir
uma  pPEegUENa  FECUperagio da replicacRo do DNA, = qual pode ser

observada apds 3 a 4 horas de retirada dos agentes (Suciu, 1990).

S.4. ESTUDOS DE PROTEQAC DA VIABILIDADE CELULAR E DA

INIBICAO DA SINTESE EM CELULAS V79/M8 TRATADAS COM

VIOLACEINA NA PRESENGCA DE CATALASE.

Iniciamos este estudo na tentativae de elucidarmos um
provavel mecanismo de agBo de Vielasceina € de seus derivados
sintéticos. Tentamos verificar um envolvimnento dos intermedidrios
reat ivos de oxigénico tanto na reducio da fragio de sobrevivéncia,
gquanto ao nivel de inibigRo de sintese de DNA, de células V79/M8
tratadas com este agente.{Fig. 15 e 14). & protegio conferida
pela  catalase, mostra o papel do HaOn em tais eventos. Estes
resultados sugerem que Violaceina poderia estar formando Hna0on
através de um mecanismo de peroxidacio do  anel imidazol com
posterior hidrélise, levando & formaclo de Hs0n (Plieninger e
col., 1955 3 Nakagawan € col., 19783. Um possivel mecanismo

poderia ser proposto @
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Assim  poderiamos explicar as diferencas encontradas nos
valores de citotoxicidade € inibi¢io de sintese de DNA para os
trés compostos, devido as proprigdades que conferem as
substituintes Bromo e HMetilol (CHROH) & Uioiace(na. Estes
substituintes podem favorecer ou impedir a formagio do radical

para posterior remglo com o Opn.
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f ordem da possivel peroxidacao no anel imidazdlice dos

compostos utilizados seria ¢

Br-violaceina ») Violaceina »>y Metilol-Violaceina

& elucidagio destas auest fes trara certamente
contribuigtes importantes para o conhecimento do wmecanismo de
wgdo  tanto de Violaceina, guanto de seus derivados sintéticos.
Estes conhecinentos ter8o importncia para a drea médica jd& aque,
Vinlaceina se mostrouw texica tanto para o crescimento,quanto para

a motilidade de T.orusl.
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& . CONCLUSGES.

i. Violaceina g Bromo-Violaceina se mostraram altamente

tduicns pars 2 linhagem celular V79/7MB.

2. 0 derivado sintético menos toxico de Violaceina é o
Metilol~-Violaceina., O fato deste composto ser soldvel em  dguan,

ser o derivado menos tdxico para a linhagem celular VZ79/M8, o

cont inuar sendo o mais efetivo contra o flagelado T.cruzi (cepa
Tulahuen), poderia representar ums boa possibilidade como  uma

droga opcional para o tratamento da enfermidade de Chagasg.

3. A sintese de DNA de células VZ79/M8, tratadas tanto
com Viglaceina, quanto com Bromo-Vilaceina, nS%o se recupera

durante um intervalo de & horas pds tratamento.

4. A enzima antioxidante, Catalase, minimiza o efeito
toxico de Violaceina, tanto ao nivel de sobrevivénecia celular,
quanto ao nivel de inibi¢Eo de sintese de DNA em células UZ9/ME.
Podendo haver um possivel envolvimento de HolOo no mecanismo  de

acho.




5. 08 nitrocompostos, Benznidazole & Nifuwrtimos, nao
foram tdéwicos para a linhagenm celular VZ9/7M8, tanto ao nivel de
sobrevivéncia, quanto ao nivel de inibigHo de sintese de DNA nas

concentragies testadas.

. Um estudo detalhado do mecanismo de agio & eminente e
necessirio para elucidar as diferengas encontradas nos resultados

com Violaceina, Bromo-Violaceina ¢ Metilol-Violace na.
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7 .SUMARIO

A Doenca de Chagas ¢ uma infec¢Ro parasitaria que afeta
milhSes de latino-americanes, causando nas areas endémicas, UM
entre 19 moartes nos individuos de 25 a 64 anos de idade . A qui-
mioterapia da doenga € baseada principalmente no uso de dois me-
dicamentos, Nifurtimox (HBay 25€2 ¥ Lampit) e Benznidazole (RO
74054 ; Radanil, Reochagan?. Ambas ns drogas possuem atividade

genotoxica comprovada tanto in vitro, guanto in vivo.

fpssim sendo, resolvemos investigar os efeitos citotdémi-
cos do pigmento bicssintético de Chromohacteriup viglacegum (Cepa
BR-78), o 1,3~dihidro=-2H~indol~2 ona, comunente denominado como
Vinlaceina, bem como de seus derivados, Bromo-Violaceina & Meti-
lol~Violaceina, Jj3 que este composto apresentou um perfil bhioldé—
gico interessante, mostrando—se com baixo poder hemolitico, agio
microbiana & o mais importante, atividade tripanccida in vitro.
Entretanto, Viclaceina exibiu uma alta toxicidade para células
VZ9/MB, assim como Bromo-Violaceina. Jd o derivado Metilol-Viola-
cefna exibiu uma citotoxicidade baisa em relacio aos outros 2

comnpostos.

A ntividade citotdsica de Nifrutimox & Benznidazole tam=
hém foi testada em células VWO/MB. Entretanto, estes 2 compostos
e comportaram de maneira similar ao Metilol-Violaceina, tanto na

sobrevivéncia celular, quanto para a inibi¢Ho da sintese de DHNA.




Sabe~se no entanto, que 0s efeitos roxicos dos medicamentos s&o0
devidos & sun biotransformacio nitrorredutiva para radicais que
possam reagir com constituintes celulares, causando efeitos dele-

terios.

Dosagens preliminares realizadas durante o tratamento
das células com Violaceina, indicaram a presenca de HnOon no meio
reacional, apontando assim, para uma possibilidade de ser uma es-
pécie responsavel pelos efeitos cito ¢ genotdnicos encontrados

nestes estudos.
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7« SUMMARY

ChagasrDisease is a parasitic infection that affects
million of Latinamericans, inducing in endemic areas one in  ten
deaths in  humans between 25 to &4 years old. Riseasers
chemotherapy is based on the use of two drugs, Nifurtimox (Bay
2502 ¢ Lampit) and Benznidazole (RO 7-410%4 » Radanil 3 Rochagand.

Both drugs have a confirmed genotoxic activities in vitro and in

Vivo.

We decided to test the cutotowmic effects of the

biosunthetic pigment of Chromeobacterium viglaceum (strain BB-78),

usually known as Violacein, as well as ite derivatives, B -
Violacein and Methyl-Violacein. Thia last compound has
interesting hiological profiles as low hemolytic effect,

microbian =action and principally in vivo trypanocide activity.
Viplacein and Br-Violacein exhibited a high toxicity in U79/MB
cells. The Methhyl-Violacein derivative showed a low cytotoxicity

compared to the other two compounds.

Nifurtimox and Benznidazole cytotoxic activity was also
tested in V79/M8 cells. However, the profile of both was similar
to Methuyl-Violacein in cellular survival and DNA inhibition

synthesis experiments.




It is known that the toxic effects of those drugs are
due to their nitroreductive biotransformation to reactive free
radicals, interacting with cellular constituents causing the

deleterious effects.

On prelimary studies using the incubation medium of
Violacein treatments in VUZ79/M8 cells we observed HoOo formation,
a reactive species that may be responsable for the detected cuyto

and genotoxic effects.
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4.4. ESTUDOS DE PROTEGCAO DO EFEITO LETAL NA VIABILIDADE CELULAR E

NA INIBICAO DE SiINTESE DE DNA EM CELULAS VU79/M8 EXPOSTAS A

VIOLACEINA.

Neste estudo procuramos verificar a aclo de Violaceina
na presenca de Catalase, uma enzima antioxidante (Lehninger,
19850 . Esta enzima ¢ frequentemente utilizada nos estudos
moleculares de vArios agentes, com o objetive de  investigsar a
formagio e a participagdo do perdxido de hidrogénio (Ho0n) nos

efeitos deletérios observados.

A figura {5 mostra o efeito de proteg8c conferido pela
Catalase frente s efeito tdxico de Vialaceina PR a

. . e B
sobrevivéncia celular. Observou-se um Dgy de 3,0 x 107 M.

Com a finalidade de wverificarmos LM provave l
participagiio do perdéxido de hidrogénio na inibigio da sintese de
DNA  produzida por Violaceina, realizamos os estudos de protecio
com Catalase. A figura 14 nos mostra um IDsg de 16 2 1077 M para

celulag V79/M8 tratadas com Violaceina na presengs de Catalase.
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FIGURA 1S : CURVA DE SOBREVIVENCIA DE CELULAS VU79/M8 TRATADAS COM
VIOLACEINA NA PRESENGCA DE CATALASE.

As ce€lulas (300 células/placa de 5,0 cm de didgmetro)
foram tratadas com diferentes concentracgtes de Violaceina (%¥),e
Violaceina na presen¢a de Catalase (250 U/ml) (o) por 3¢ minutos
a 379C e as coldnias formadas contadas apds 7 dias de crescimento
como descrito em Material e Métodos {item :3.5).
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FIGURA 16 ® TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS VU79/MB TRATADAS COM
VIOLACEINA NA PRESENCA DE CATALASE.

Células em crescimento exponecial (1¢.60690 / placa)
foram tratadas com diferentes concentractes de Violaceins (o) ¢
Violaceina na presen¢a de Catalase (%) (250 U/ml) por 3@ minutos
a 379C e posteriormente incubadas em meio de cultura contendo SH-
timidina ({¢ uCi/ml?) por um periodo de 3@ minutos. A guantidade
de SH-timidina incorporada no material celular dcido insolivel
foi wutilirada como atividade de sintese de DNA (item 3.6). A
raz8o entre =a radioatividade e absorbfncia de cada amostra foi
tomada como expressio da sintese de DNA (cpm/Ange nm). Os dados
foram expressos em porcentagem relativa & sintese do controles
(400 X),o05 quais foram expostos somente ao tampio.
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S.4. ESTUDOS DE CITOTOXICIDARE DE VIOLACEINA E DERIVADOS.
Neste trabalho, o ponto de partida foli estudarngs o

efeitos de Violaceina sobre os processos de viabilidade celular o

replicvacio do DNA na linhagem celular VZ9/MB.

Este interesse pascen apos verificar—se em NOSS0S
laboratdrios, gque a Yiolaceina na faixa de dose de 10 a 49 ug/ml,
inibia o crescimento do flagelado Iegruzl (Duran e col., 1987).
Sendo  assim, nosso ohjetivo consistiu em avaliar oz efeitos
citotdnicos deste composto com acgfo tripanccida comprovada, na
tentativa de encontrarmos um agente potencial para o tratamento

da enfermidade de Chwngas.

Como apresentado na Figura 4, a8 Violaceins se wmostrou
altamente tdxica para as células V79/MB. Fste resultado nos levou
a testar dois derivados sintéticos deste composto ¢ Bromo-
Violaceina ¢ Metilol-Violaceina. Estes testes foram feitos na
tentativa de encontrarmos um derivado menos tdxico parn  as
células, que fosse solivel em dgua & que tivesse agho inibitdria,
tanto na motilidade do I.cruzi, guanto no seu crescimento (Haun e

col., L1999).
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0% resultados por nés obtidos entretanto, nos mostraram
que Br-Vicolaceina apresenta um Doy semelhante ao apresentado por
Vielaceinn. (Fig. 4 ). Entretanto, em testes realizados em nossos
laboratdirios, Violaceina apds 80 horas de cultura de JTa.cruzi
(forma  epimastigota, cepa Tulahuen) inibiw 79 % da motilidade do
flagelado, enquanteo Bromo WViolaceina inibe ao final do mesme

tempo, apenas 956 X .

JE as células VZ79/M8 tratadas com Metilol-Violaceina nas
mesmas concentragtes usadas para Vialaceina e Br-Violaceina, se
mostraram mais resistentes aos efeitos letais deste derivado,
apresentando  um Dgy de 3,¢ o §07% M, (Fig. 3). No entanto, este
composto se mostra como o mais egfetivo tanto na  inibigEo  de
crescimento  do flagelado como da motilidade. Metilol Vielaceina
ag  final de 48 horas inibe 108 % & mwotilidade do Flagelando

(Tabelas § e & pag. 110.

Podemos notar que & acdo de imobilizagho do flagelo, bem
coma  de mortalidade do T.gruzl nio estio relacionados com O
efeito tdxico de Vielaceina & seus derivados em cdlulas V79/M8,
Ja gue o Metilol Vielaceina, composto menos toxico ¢ o mais

efet ivo contra as formas epimastigotas deste protozeodrio.

Apds os  experimentos de  sobrevivBneian celular para
detectarmos o efeito de Violaceina e seus derivados sintéticos na
viabilidade reprodutivea de cdlulas UZPP/M8, procuramos verificar

s5€ €sHes agentes seriam capares de produrir algum efeito o nivel

et s
UNtcamp N}
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molecular, comg por exemplo, inibigio da sintese de DNA.

i inibigdo do processo de replicagio do DNA consiste
numa  resposta celular gendrica € imediata & presenca de lesies
NESSH meldouls, induzidas por agentes quinicos ou fFisicos

(Painter, 1977).

Na figura 9, pode-se observar que Violaceina e seus
derivados usados na mesma faixa de concentracio, inibhiram =a

sintese de DNA de uma fTormza dose dependente, sendo que Bromo-

e

Viclaceina foi o maior inibidor, apresentando um IDuy de 5,75

109 4,

A inibigio da sintese semiconservativa do DNA em células
gucaridticas, pode resultar de diferentes tipos de pertubagfes no
processo de replicacio (Hall e Mount, 1981i). Ela pode ser causads
por um blogueio da iniciacio das unidades de replicagio, os
replicons, pelo blogueico da progressdo dos pontos de crescimento
do DA JAd existentes, e pela reduglo da velocidade de
deslocamento da “forquilha de replicagio” (Painter e Howard,
1982, Incluem também altera¢des das enzimas envolvidas no

praprio processo de sintese (Friedberg, 1985).

fAosim, atraves das Figuras 6 e 7 ohsgrva-se LB
comnportamento bifdasico da inibi¢lo da sintese de DNA por

Vielaceina & Browmo-Violaceina. EFssa resposta bifdsica observada

mostra um efegito intenso em doses baixas, ocasionade  pelo




blogueio da iniciagdo de replicons, € um aumento peqgueno da
inibigdo em doses mais elevadas ocasionado pelo impedimento  do
progresso  da forquilha de replicacio. Este fato assemelha—-gse a0
aobtido com cé€lulas eucaridticas tratadas com radiagio ionizante

(Painter e Young, 19865,

Mo caso da inibi¢Ro de sintese de DNA de células VZ9/MO
Eratadas Com Metilol-Violaceina (Fig. &), abserva-se LERY
comportamento da captacfo de “H ~Timidina por gatas, mais lento e
parcinl. De acordo com Painter (198%5), inibidores de iniciagia de
replicagao e elongaglo de cadeia de DNA como o0s raios-X, e
d-pitroguingl ina~N-oxido tPainter, 1978, bem como alguns
inibidores de Topoisomerase I[I, g8o capazres de produzirem este
tipo de comportamento. Logo isto poderia indicar que os derivados
ténicos de Violaceina estariam atuando ao nivel de DNA em cédlulas
Y79/M8. Possivelmente, Violaceina & seus derivados nd3o estariam
atuando a este nivel no protoroario. Entretanto, podem estar

atuando em outra organela que nie o ndcleo celular.

Dos valores a seguir apresentados en forma de  tabela,

podemos salientar alouns dados importantes ¢
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Proga Dy £1.% 10% M IDeg L1 % 105 M
Vialace ina 4,545 13,36
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Metilol-Violaceina 3,00 tid

iich, nEo determinado na faive de concentracko atilizada.

i. o derivado sintetico Broma Viclaceina mostrou—se mais
tduico, tanto no nivel sobrevivenoia celulzr, como ae nivel de

initbhigio de sintese de DNA.

' o0 derivado sintético Metilol Violaceina mostrou-se
menos  tdxico para a linhagem celulwr UZ9/7MB, tanto ao nivel de
sobrevivéncia celular, como ao nivel de inibigHo de sintese de
DNA. No entanto, mostra-se como sendo o derivado mais potente

contra o flagelado I.orugl (ceps Y)(Durdn & col., 1987).
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Muitos nitrocompostos com atividade teipanocids tém sido
descritos desde  que Packchanian (1937), relatouw a atividade de
nitrofuranos contra a infeccio experimental com J.gruzl (Brener,
1979). Como j& foi citadoe na introdugio deste trabalho, exdistem
FOMCOS comnpostos com atividade antitripanossomal com  bhaixa
toxicidade. Na atualidade g4 se conta com dois agentes
quimioterdapicos capazes de curar a doenga durante sua Tase aguds,
530 eles os nitroderivados Nifurtimox e Benznidazole, tendo e
discussio ainda GLIRE capac idades pars produzirem CUr RS
verdadeiras na fase criénica (Moreno e col., 1982). Aleém disso, =
resposta guinioterdpica depende das cepas de Jagkugzi utilizadas,

pois existen cepas resistentes (Filardi e Brener, 1987).

A partir dos resultados de citotodicidade de Violaceina
¢ derivados, procuramos fazer um estudo comparativo da agho
destes composteos e dos dois medicamentos mais usados clinicamente
na Brasil & América Latina contra a Doenga de Chagas, Nifurtimox

& Benznidazole (Brener g Cangado, 1979 @ Gorla & col., 1989,

Ha figura 5, observa-se¢ gue tanto Nifurtimox gquanto
Benznidazole, nio se mostraram tduxicos para as cédlulas UZ9/MB,
tratadas nas mesmas condicies experimentais € de concentracio

tos experimentos com Violaceina e derivados (Fig., 4).
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Fetas duas drogas antichagdsicas também foram testadas
ao nivel molecular, onde na figura 12 observa-$¢ que NRS  MESNARS
condi¢ies de concentra¢io usadas para Viclaceina ¢ derivados , ©
maximo de inibicRo da sintese de DNA dose dependente encontrado

Ffoi de 19 % para Benznidazole, e de 2@ % para Nifurtimox.

Dados de literatura, entretante, nos mostram que alguns
nitrofuranos  sio mutagénicos em bactérias (Tazima € col., 1975y,
padendo também ser indutores de cincer em animais (Cohen e col.,
1975y, e de aberragoes cromossdmicas em  linfécitos humanos
(Tonomura e Basaki, 1973). J& com o8 derivados da familia dos
nitroimidazoles, sabe~se gue estes compostos sBo carcinogdnicos
fracos (Rustia & Shubik, 1972 bem como mutagénicos (Voogd & col.

19790 .

Alguns estudos tém mostrado que nitroimidazeoles
reduxidos eletroliticamente, ou através de agentes redutores bem
como  atraves da presenca de um sistemn de ativagEo microssomal
(Fragio B¢ de figado de rato) (Ames & col., 41975, induzem
gquebhras ¢ desestabilizagio de cadeias, ocasionando o aparecimento
de  gquebras sinples no DHA (Knox & col., 1984). Estas gquebras
estio realcionadas com » produgfo de um grupo nitro, o gqual =ao
HBar Vﬁauxidm” pode determinar a formacio de um derivado nitroso
instavel e wuma hidroxilamina, os guais sHo responsdveis por
mutagénese, quebras simples de cadeia e alguilacfeo de proteinas.

(Docampo & col., 1981 ad.
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Fetes dados da  literatura podem ent8o uplicar o
resultados obtidos por nés tanto ao nivel de sobrevivéncia
celular, quanto ao nivel de inibi¢io de sintese de DNA de células
Y79 /M8 tratadas com Nifurtimox e Benznidazole (Fig. U & 12). A
auséneia da reducio destas duas drogas, poderia impedir a aglo

toricn destas nas concentragies testadas.

Nao foi possivel obtermos valores de IDse para estes
compostos. O efeito miximo de inibigHo de sintese de DNA de 20 %
Com ambag as  drogas, provavemente tenhs sido devido &
concentragio  limitante das drogas usadas nog experimentos. Este
Ffateo vem concordar com ps resultados obtidos por DVorak e Howe
{4977, onde compravaram 4que na concentragio de 104 H,
Nifurtimox € capar de arredondar as celulas do hospedeiro

vertebrado de Teotuzl, & descold-las da garrafa de cultura.

5.3. ESTUDOS DA CINETICA DE RECUPERACAC DE SiNTESE DE DNA DE

CELULAS VU79/MB8 TRATADAS COM VIOLACEINA E BROMO-VIOLACEINA.

Estudos recentes, apontam dois tipos de inibiglo de
sintese de DNA produrida por védrios agentes quimicos ou fisicos
(Suciu, 1996). A inibigHo da sintese de DNA por agentes capazes
de  inativarem a iniciacio dos replicons (Painter, 1978, 1984
Grupta e col., 1987 ; Woynarowski € col., 1988 3 Pommier € col.,

1984y, € um processo lento, onde os inibidores usados em baixas
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doses, sio capazes de reduzirem a replicaglac do DNA em apenas 597
dos valores dos controles. Ao contrario, & inibigio da sintese de
DNA por agentes capazes de inibirem a forma¢8o e/ou polimerizagio
de deoxirribonucleotideos (Colling & col., 1982 ; Muller e col.,
1975, & um processo rapido, onde as concentragdes dos inibidores
usados, 5o capazes de reduzirem a replicacio do DNA em valores

syuperiores a 8% ¥ em relacio sos controles (Suciu, 1990).

08 nossos resultades dos  estudos de cinétics da
recuperagio da sintese de DNA de ¢élulas VZ79/M8 tratadas com
Vielaceina e Bromo-Violaceina (Fig. 13 ¢ 14), indicam uma nio
recuperacio da  sintese aos niveis normais apoés & horas da
eliminagiio dos agentes testados (Painter, 1977). Este fato pode
indicar a presenga de um grande ndmero de lestes presentes na
moldocula de DNA, as quais nio sRo reparadas durante este

intervalo de tempo.

Na analise destes resultados, devemos congiderar o fato
de que a inibigi8o da replicacio do DNA produzida por inibidores
da formacio e/ou polimerizacio de deorirribonucleotidens ¢ senpre
revertida  imediatamente apds 3 eliminagio dos agentes. Por outro
lado, os efeitos causados por inibidores de iniciagfo de

replicons e elongamento da cadeis de DNA, sBo irreversiveis.

No caso das célunlas VZ79/M8 tratadas com Violaceina,
observa—-se uma pequena recuperacio da replicacio do DNA (Fig.

13, Este resultado pode ser devido ao fato de gue, em doses
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baixnas 0% inibidores de iniciaglo de replicons, podem produzir
uma  pPEegUENa  FECUperagio da replicacRo do DNA, = qual pode ser

observada apds 3 a 4 horas de retirada dos agentes (Suciu, 1990).

S.4. ESTUDOS DE PROTEQAC DA VIABILIDADE CELULAR E DA

INIBICAO DA SINTESE EM CELULAS V79/M8 TRATADAS COM

VIOLACEINA NA PRESENGCA DE CATALASE.

Iniciamos este estudo na tentativae de elucidarmos um
provavel mecanismo de agBo de Vielasceina € de seus derivados
sintéticos. Tentamos verificar um envolvimnento dos intermedidrios
reat ivos de oxigénico tanto na reducio da fragio de sobrevivéncia,
gquanto ao nivel de inibigRo de sintese de DNA, de células V79/M8
tratadas com este agente.{Fig. 15 e 14). & protegio conferida
pela  catalase, mostra o papel do HaOn em tais eventos. Estes
resultados sugerem que Violaceina poderia estar formando Hna0on
através de um mecanismo de peroxidacio do  anel imidazol com
posterior hidrélise, levando & formaclo de Hs0n (Plieninger e
col., 1955 3 Nakagawan € col., 19783. Um possivel mecanismo

poderia ser proposto @
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Assim  poderiamos explicar as diferencas encontradas nos
valores de citotoxicidade € inibi¢io de sintese de DNA para os
trés compostos, devido as proprigdades que conferem as
substituintes Bromo e HMetilol (CHROH) & Uioiace(na. Estes
substituintes podem favorecer ou impedir a formagio do radical

para posterior remglo com o Opn.




00000 000000000000 00000000006000000000000800SG

&Y

f ordem da possivel peroxidacao no anel imidazdlice dos

compostos utilizados seria ¢

Br-violaceina ») Violaceina »>y Metilol-Violaceina

& elucidagio destas auest fes trara certamente
contribuigtes importantes para o conhecimento do wmecanismo de
wgdo  tanto de Violaceina, guanto de seus derivados sintéticos.
Estes conhecinentos ter8o importncia para a drea médica jd& aque,
Vinlaceina se mostrouw texica tanto para o crescimento,quanto para

a motilidade de T.orusl.
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& . CONCLUSGES.

i. Violaceina g Bromo-Violaceina se mostraram altamente

tduicns pars 2 linhagem celular V79/7MB.

2. 0 derivado sintético menos toxico de Violaceina é o
Metilol~-Violaceina., O fato deste composto ser soldvel em  dguan,

ser o derivado menos tdxico para a linhagem celular VZ79/M8, o

cont inuar sendo o mais efetivo contra o flagelado T.cruzi (cepa
Tulahuen), poderia representar ums boa possibilidade como  uma

droga opcional para o tratamento da enfermidade de Chagasg.

3. A sintese de DNA de células VZ79/M8, tratadas tanto
com Viglaceina, quanto com Bromo-Vilaceina, nS%o se recupera

durante um intervalo de & horas pds tratamento.

4. A enzima antioxidante, Catalase, minimiza o efeito
toxico de Violaceina, tanto ao nivel de sobrevivénecia celular,
quanto ao nivel de inibi¢Eo de sintese de DNA em células UZ9/ME.
Podendo haver um possivel envolvimento de HolOo no mecanismo  de

acho.




5. 08 nitrocompostos, Benznidazole & Nifuwrtimos, nao
foram tdéwicos para a linhagenm celular VZ9/7M8, tanto ao nivel de
sobrevivéncia, quanto ao nivel de inibigHo de sintese de DNA nas

concentragies testadas.

. Um estudo detalhado do mecanismo de agio & eminente e
necessirio para elucidar as diferengas encontradas nos resultados

com Violaceina, Bromo-Violaceina ¢ Metilol-Violace na.
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7 .SUMARIO

A Doenca de Chagas ¢ uma infec¢Ro parasitaria que afeta
milhSes de latino-americanes, causando nas areas endémicas, UM
entre 19 moartes nos individuos de 25 a 64 anos de idade . A qui-
mioterapia da doenga € baseada principalmente no uso de dois me-
dicamentos, Nifurtimox (HBay 25€2 ¥ Lampit) e Benznidazole (RO
74054 ; Radanil, Reochagan?. Ambas ns drogas possuem atividade

genotoxica comprovada tanto in vitro, guanto in vivo.

fpssim sendo, resolvemos investigar os efeitos citotdémi-
cos do pigmento bicssintético de Chromohacteriup viglacegum (Cepa
BR-78), o 1,3~dihidro=-2H~indol~2 ona, comunente denominado como
Vinlaceina, bem como de seus derivados, Bromo-Violaceina & Meti-
lol~Violaceina, Jj3 que este composto apresentou um perfil bhioldé—
gico interessante, mostrando—se com baixo poder hemolitico, agio
microbiana & o mais importante, atividade tripanccida in vitro.
Entretanto, Viclaceina exibiu uma alta toxicidade para células
VZ9/MB, assim como Bromo-Violaceina. Jd o derivado Metilol-Viola-
cefna exibiu uma citotoxicidade baisa em relacio aos outros 2

comnpostos.

A ntividade citotdsica de Nifrutimox & Benznidazole tam=
hém foi testada em células VWO/MB. Entretanto, estes 2 compostos
e comportaram de maneira similar ao Metilol-Violaceina, tanto na

sobrevivéncia celular, quanto para a inibi¢Ho da sintese de DHNA.




Sabe~se no entanto, que 0s efeitos roxicos dos medicamentos s&o0
devidos & sun biotransformacio nitrorredutiva para radicais que
possam reagir com constituintes celulares, causando efeitos dele-

terios.

Dosagens preliminares realizadas durante o tratamento
das células com Violaceina, indicaram a presenca de HnOon no meio
reacional, apontando assim, para uma possibilidade de ser uma es-
pécie responsavel pelos efeitos cito ¢ genotdnicos encontrados

nestes estudos.
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7« SUMMARY

ChagasrDisease is a parasitic infection that affects
million of Latinamericans, inducing in endemic areas one in  ten
deaths in  humans between 25 to &4 years old. Riseasers
chemotherapy is based on the use of two drugs, Nifurtimox (Bay
2502 ¢ Lampit) and Benznidazole (RO 7-410%4 » Radanil 3 Rochagand.

Both drugs have a confirmed genotoxic activities in vitro and in

Vivo.

We decided to test the cutotowmic effects of the

biosunthetic pigment of Chromeobacterium viglaceum (strain BB-78),

usually known as Violacein, as well as ite derivatives, B -
Violacein and Methyl-Violacein. Thia last compound has
interesting hiological profiles as low hemolytic effect,

microbian =action and principally in vivo trypanocide activity.
Viplacein and Br-Violacein exhibited a high toxicity in U79/MB
cells. The Methhyl-Violacein derivative showed a low cytotoxicity

compared to the other two compounds.

Nifurtimox and Benznidazole cytotoxic activity was also
tested in V79/M8 cells. However, the profile of both was similar
to Methuyl-Violacein in cellular survival and DNA inhibition

synthesis experiments.




It is known that the toxic effects of those drugs are
due to their nitroreductive biotransformation to reactive free
radicals, interacting with cellular constituents causing the

deleterious effects.

On prelimary studies using the incubation medium of
Violacein treatments in VUZ79/M8 cells we observed HoOo formation,
a reactive species that may be responsable for the detected cuyto

and genotoxic effects.
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