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RESUMO

O Trypanosoma cruzi é o agente etiologico da doenga de Chagas, uma enfermidade que ainda
nao possui uma cura efetiva. O tratamento € apenas sintomadtico, e até os dias atuais ainda é um
problema de satide publica. As drogas disponiveis contra a doenga tém apenas atividade parcial
sobre o protozodrio, devido a baixa especificidade e a grande heterogeneidade das cepas; e, além
disso, sdo toxicas ao hospedeiro. O objetivo desse trabalho foi analisar os efeitos do ibuprofeno
contra o T. cruzi, com o intuito de verificar a possibilidade desta substincia se tornar uma
alternativa para o tratamento da doenca. Utilizamos nesse estudo, duas cepas com diferentes
resisténcias ao estresse oxidativo, cepas Y e Tulahuen 2. Através das andlise dos dados de
proliferacdo celular ap6s 48 h de tratamento, determinou-se a ICsy para ambas as cepas, sendo
611 + 22 uM de ibuprofeno para Tulahuen 2 e 879 + 14 uM para Y. Com relacio ao potencial
de membrana mitocondrial, concentracdo de tidis totais e consumo de oxigénio, ndo houve
alteracOes significativas quando as células foram tratadas com essa concentracdo por até 72h. O
tratamento com ibuprofeno promoveu um aumento significativo na produgao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) em ambas as cepas, sendo este mais pronunciado na Y nos tempos de 24 e 48
h. A producdo de NADPH pela via das pentoses também foi avaliada verificando-se que no
tempo de 24h nao ha diferenca significativa entre as células tratadas e seus respectivos controles
em ambas as cepas. Entretanto, nos tempos de 48 e 72 h esta diferenca da atividade enzimatica é
significativa. Os resultados indicam que o ibuprofeno inicialmente ndo altera as funcdes
mitocondriais e que o seu mecanismo de inducdo de morte deve estar relacionado a produgdo de

EROs.

Palavras-Chaves: Doencga de Chagas; Ibuprofeno; Mitocondria; Espécies Reativas de Oxigénio
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the ethiologic agent of Chagas’ disease, a disease that remains without an
effective cure. Treatment is just symptomatic, and until the present days it is a public health
problem. The available drugs have only partial activity on the protozoan, due its low specificity,
as well as, the great heterogeneity of strains; and, besides that, they are toxic to the host. The
purpose of this work was to analyse ibuprofen effect on 7. cruzi, in order to verify if this drug
could be used as a treatment for the disease. We studied two strains with different resistance to
the oxidative stress, Y e Tulahuen 2 strains. After 48h of treatment, the ICs5y values were
determined, 611 + 22 uM for Tulahuen 2 and 879 + 14 uM for the Y strain. Regarding the
mitochondrial membrane potential, total thiols concentration and oxygen consumption, no
significant differences were observed up to 72h of treatment. Ibuprofen treatment promoted a
significant increase on reactive oxygen species formation (ROS) in both strains. The increase in
ROS formation was higher after 24 and 48h of treatment. NADPH production by the pentose
phosphate pathway was also determined. After 24h of treatment no significant differences were
observed in both strains. However after 48 and 72h of treatment the difference was significant.
The results indicate that ibuprofen treatment initially does not alter mitochondrial functions. And

that its mechanism of action appears to be related to ROS formation.

Keywords: Chagas disease; Ibuprofen; Mitochondria; Reactive Oxygen Species
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1. Doenga de Chagas

1.1 Historico da doenca

A histéria da doenga de Chagas tem seu marco inicial em uma descoberta no
interior do estado de Minas Gerais. No ano de 1909, o entdo pesquisador do Instituto Oswaldo
Cruz, Carlos Chagas, trouxe ao mundo cientifico a descoberta de uma nova doenca humana.
Apontando também seu agente transmissor (0 Triatoma infestans — conhecido como “barbeiro”) e
seu agente etiologico (que denominou de Trypanosoma cruzi). Esta nova descoberta constitui um
marco histérico na ciéncia e na saide brasileiras, pois, com a descoberta da doenca, Carlos
Chagas trouxe uma grande contribui¢do para a medicina tropical e para os estudos sobre as
doencas parasitdrias transmitidas por insetos-vetores no Brasil, trazendo ao conhecimento publico
a realidade sanitdria do interior do pais, acometido por algumas endemias (SILVA et al, 2001).

A doenga, inicialmente de caracteristica rural, tradicionalmente acometia
pessoas de origem interiorana que habitavam casas de baixa qualidade, onde facilmente se
alojava e colonizava o inseto vetor. Com o processo de urbanizagdo das sociedades houve,
também, uma “urbanizacdo da doeng¢a”, aumentando a dissemina¢do por meio de transfusdes de
sangue. Com cerca de 70% dos individuos infectados vivendo nas cidades, o risco de transmissao
por transfusdo sangiiinea tornou-se muito alto. Com isso, a doenga de Chagas passou da
exclusividade do campo, a acometer também os grandes centros, instalando dessa forma um ciclo
doméstico (DIAS, 2007).

Assim, com esta acentuada urbanizag¢do de individuos infectados, a incidéncia
dessa moléstia tornou-se bastante elevada. Como dados de base, refira-se que nos anos 70 havia
no Brasil mais de cinco milhdes de pessoas afetadas pelo mal. Nas décadas subseqiientes a sua
descoberta os registros de novos casos eram de aproximadamente 100 mil por ano. A &rea
endémica, ou mais precisamente, com risco de transmissdo da doenca de Chagas, incluia 18
estados e mais de 2200 municipios, nos quais se comprovou a presenca de triatomineos

domiciliados (BRASIL, 2005). Inquéritos sorolégicos realizados entre 1989 e 1990, constataram
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a existéncia de cerca de 6 milhdes de pessoas infectadas, com uma prevaléncia estimada em
0,13% (BRASIL, 2002).

Na década de 80, diversos autores estimavam que a doencga atingisse cerca de
18-20 milhdes de individuos nas areas endémicas da América Latina. Dados da Organizagdo
Mundial da Saide (OMS), divulgados apds encontro de especialistas na Argentina em 2005,
indicaram a existéncia de 16-18 milhdes de infectados pelo T. cruzi (WHO, 2005), contudo em
recente publicacdo, Dias estima este nimero em 12-14 milhdes de individuos na América Latina,
sendo ainda encontrados individuos contaminados em paises da Europa e América do Norte, na
maioria das vezes resultante da migracdo de individuos infectados em busca de melhores
condicdes de vida (DIAS, 2007). Estes dados mostram a inexisténcia de inquérito epidemioldgico
recente e indicam, como apontado pela OMS, a necessidade ainda atual de conhecimento da
prevaléncia e incidéncia da doenga. De qualquer modo, os nimeros indicam a importancia social
da doenca de Chagas em mais de 100 anos apds sua descoberta. A Figura 1 apresenta, em preto,

as dreas endémicas da doenca de Chagas nas Américas (ARGOLO et al, 2007).

Figura 1: Areas endémicas da doenca de Chagas nas Américas (ARGOLO et al, 2007)
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Algumas medidas vém sendo tomadas, por parte do governo, no combate a
doenca. No ano de 2006 o Ministério da Saidde brasileiro recebeu a Certificacdo Internacional de
Eliminacdo da Transmissdo da Doenca de Chagas pelo Triatoma infestans (barbeiro), conferida
pela Organizacdo Pan-Americana de Saide (Opas). A eliminagdo da transmissdo da doenca de
Chagas transmitida pelo "barbeiro” € resultado dos investimentos que o governo brasileiro tem
feito em agdes de controle do vetor. Nos anos de 2003 a 2006, o Ministério da Saude investiu
mais de R$ 97 milhdes em melhorias habitacionais, o que elimina as condi¢des de instalacdo do
"barbeiro" dentro das casas, em areas rurais (BRASIL, 2006). Entretanto, na maioria dos casos,
espécies de vetores anteriormente considerados secunddrios, ocuparam o seu lugar mantendo a
populacdo sob risco. Atualmente sdo conhecidas 120 espécies de vetores, sendo que destes 48
identificados no Brasil e destes 5 com especial importancia na transmissdo da doenca ao homem.
Ainda que iniciativas da OMS e de governos da América Latina tenham levado ao controle da
transmissdo vetorial da doenca em diversas dreas endémicas pelo seu principal vetor, o
Triatoma infestans, a inexisténcia de vacina e de tratamento eficaz, principalmente para os
pacientes com a forma cronica da doenga, sdo ainda desafios a serem enfrentados (DIAS, 2007).

Apesar da eliminacdo da transmiss@do da Doenca de Chagas pelo Triatoma
infestans no Brasil, em muitos lugares da América Latina a transmissao vetorial do 7. cruzi ainda
ocorre. Em algumas destas regides poderd ndo ser tdo facil eliminar a transmissdo vetorial. Neste
caso, os individuos vivem sob constante risco de contrair a doenca de Chagas se outra opg¢do de
prevencdo ndo lhes for dada. A situagdo destes individuos fica ainda mais dificil se for
considerado que muitas cepas de 7. cruzi ndo respondem ao tratamento com as drogas comerciais
disponiveis. Assim, estes individuos ndo tém nem como se prevenir nem como se tratar da
doenca de Chagas. Nesta situagdo, o desenvolvimento de uma vacina ou de uma droga mais
eficaz contra esta infeccdo poderiam ser as tnicas formas de se reduzir a incidéncia da doenga de
Chagas (BRASIL, 2005).

Atualmente ndo existe vacina nem a perspectiva de um processo de imunizagdo
em larga escala num futuro préximo. Também, quanto ao tratamento, ndo existem drogas
curativas. As mesmas drogas estdo em uso hd mais de 30 anos, sendo sua prescri¢do limitada pois
somente alcancam a cura nos casos agudos e ainda assim produzem vérios efeitos colaterais

indesejdveis. Deste modo, o controle de vetores e das transfusdes de sangue constitui ainda as
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ferramentas mais importantes para evitar a transmissdo e a disseminagdo da doenga de Chagas
para novas dreas (BRASIL, 2007).

Os dados mais recentes apontam que a doenca de Chagas segue como problema
de saude publica, sobretudo nas grandes cidades da regido sudeste, para onde convergiram
pessoas infectadas pelo parasita, em busca de trabalho ou doentes em busca de tratamento. Diante
disso, ndo se pode negligenciar os cuidados para com as pessoas infectadas, estejam elas com
manifestacdes clinicas ou ndo. A doenca de Chagas € a quarta causa de morte no Brasil entre as
doencas infecto-parasitarias, sendo as faixas etdrias mais atingidas acima de 45 anos (BRASIL,

2007).

1.2 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, é um organismo unicelular,
caracterizado pela presenga de um tnico flagelo e pelo grande agregado de DNA mitocondrial, o
cinetoplasto (Figura 2), o qual o caracteriza como pertencente a ordem Kinetoplastidea e a
familia Tripanosomatidae (da qual também fazem parte outros protozodrios de importancia
médica como as Leishmania spp e Trypanosoma brucei) (DIAS, 1992). Reproduz-se
assexuadamente por biparti¢do. No seu ciclo de vida, este parasita apresenta diferentes estagios

de desenvolvimento, alternando entre um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado (ARGOLO

et al, 2007).
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Figura 2: Esquema geral da forma epimastigota do 7. cruzi mostrando as principais

estruturas celulares (SOUZA, 2002).

O ciclo de vida do T. cruzi € apresentado na Figura 3 (WHO, 2004).
Primeiramente, os “barbeiros”, hospedeiros intermediarios do 7. cruzi, se infectam com o parasita
ao ingerir sangue de vertebrados infectados, contendo as formas tripomastigotas (1) ai
encontradas. Ao chegar a por¢do anterior do intestino do invertebrado, as formas tripomastigotas
transformam-se em epimastigotas (2) e se multiplicam por toda a vida do hospedeiro. Quando
chegam a luz do intestino posterior, elas sofrem uma nova metamorfose e transformam-se em
tripomastigotas metaciclicas (3). Quando o triatomineo pica o hospedeiro vertebrado durante o
repasto sanguineo (quando o inseto defeca para aumentar o espago livre ao longo do seu tubo
digestivo) as formas tripomastigotas metaciclicas sdo carreadas juntamente nas suas fezes e
entram na lesdo provocada pela picada do inseto ou pela abras@o na pele causada pela vitima ao
cocar a ferida infectada. Uma vez no sangue do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas podem

invadir varios tipos celulares, principalmente as fibras estriadas cardiacas e esqueléticas, as fibras
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musculares lisas e as células nervosas. No interior destas células os tripomastigotas transformam-
se em amastigotas (4), de forma redonda ou oval e que ndo apresentam flagelo, com grande
capacidade de multiplicacdo. Finalmente, as amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas e
rompem a célula hospedeira, ganhando a corrente sanguinea e podendo infectar tecidos de

diferentes 6rgdos (BARRADAS et al, 2002).

1) "i

Figura 3: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (WHO, 2004). (1) formas tripomastigotas; (2)

formas epimastigotas; (3) formas tripomastigotas metaciclicas e (4) formas amastigotas.

Um trago notdvel nas populagcdes de 7. cruzi é que elas exibem grande
heterogeneidade, em termos morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e genéticos (SILVEIRA,
2000). Essas diferencas intraespecificas t€ém grande importancia médica, uma vez que podem
modular pardmetros como patogenicidade, sobrevivéncia, adaptabilidade (DVORAK et al, 1988),
resisténcia aos medicamentos utilizados no tratamento da doenca de Chagas (MURTA et al,

1998) e resisténcia ao estresse oxidativo (MIELNICZKI-PEREIRA et al, 2006).
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1.3 Transmissao

A transmissdo natural, ou primdria, da doenca de Chagas € a vetorial, que
ocorre através das fezes dos triatomineos, também conhecidos como “barbeiros” ou “chupdes”.

Apesar de haver mais de 120 espécies de triatomas, somente uma dezena de
espécies tem importincia epidemioldgica como origem regular de infec¢do humana. O vetor
cresce e multiplica-se em fendas das paredes, buracos dos telhados, debaixo e detrds dos moveis,
dos quadros e outros pontos das residéncias com paredes de barro ou tijolo cru e telhados de
palha ou junco. Os triatomineos sdo insetos de hdbitos noturnos e sdo fotossensiveis; saem a noite
para se alimentar e reproduzir. Neste momento € que acontece a transmissdo do parasita ao
homem, via alimentacdo do hospedeiro invertebrado (BRENER et al, 2000).

Outra forma de transmissao da doencga € através da transfusdo do sangue de
individuos ndo tratados ou daqueles em que o tratamento ndo foi efetivo (DIAS et al, 1998). A
transmissdo transfusional ganhou grande importancia epidemiolégica nas duas ultimas décadas,
em fun¢do da migracdo de individuos infectados para os centros urbanos e da ineficiéncia no
controle das transfusdes, nos bancos de sangue (BRASIL, 2006).

Existem, ainda, outras formas de infeccdo da doenca. Por apresentarem uma
baixa incidéncia, ndo apresentam grande importancia para a Sadde Puiblica, como acidentes
laboratoriais, transmissdao congénita (GONTIJO et al, 2007). A transmissdo congénita ocorre, mas
muitos dos conceptos t€ém morte prematura, ndo se sabendo, com precisdo, qual a influéncia dessa
forma de transmissdo na manuten¢do da endemia. Ocorrem ainda a transmissdo acidental em
laboratdrio e a transmissdo pelo leite materno, ambas de pouca significancia epidemioldgica.
Sugere-se a hipdtese de transmissdo, por via oral, em alguns surtos episodicos. Recentemente,
foram relatados no Parand casos da doenca de Chagas na forma aguda, conseqiientes a
transmissdo por via oral apds ingestdo de caldo de cana contaminado com fezes de barbeiros

(BRASIL, 2006).
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1.4 Patologia

A doenga de Chagas é uma doenca de caracteristicas peculiares. Os individuos
com esta enfermidade podem apresentar, apés um periodo varidvel de tempo, uma das quatro
formas clinicas mais freqiientes da doenca: a forma cardiaca, a forma digestiva, a forma mista e a
forma indeterminada. Porém, pouco ainda se conhece sobre os mecanismos imunes € patogénicos
que estdo envolvidos da fase aguda para a cronica, bem como os fatores que favorecem o
desenvolvimento de uma determinada forma clinica (VERCOSA, 2006).

A fase aguda da doenca corresponde ao periodo inicial da infec¢dao, podendo
apresentar-se aparente ou inaparente. E definida basicamente pela alta parasitemia, tendo
duracdo, geralmente, de trés a oito semanas. Nos casos de transmissdo vetorial, a fase aguda €
caracterizada pela presenca dos chamados sinais de porta de entrada, caracterizados por uma
lesdo furunculdide levemente elevada, ndo supurativa e avermelhada (Chagoma de inoculacio)
ou por um edema bipalpebral unilateral (sinal de Romana); ambos correspondem a uma reagao
imunolégica complexa a penetracdo e difusdo do parasita (BRASIL, 2004). Na fase cronica da
doenca muitos pacientes podem passar um longo periodo, ou mesmo toda a sua vida, sem
apresentar nenhuma manifestagdo, embora sejam portadores do 7.cruzi. Em outros casos, apos
muitos anos na fase cronica e dependendo da drea geografica, cerca de 20 a 35% dos individuos
infectados poderdo desenvolver lesdes irreversiveis no sistema nervoso auténomo, coracao,
esofago e sistema nervoso periférico, nos quais prossegue ativamente até o fim da vida

(MONCAYO, 2003).

1.5 Diagnéstico

O diagnostico da infeccdo pelo 7. cruzi deve ser apoiado pela epidemiologia e
pela avaliagdo dos sintomas clinicos e deve ser confirmado, quanto a etiologia, pelo diagndstico
laboratorial; este pode ser realizado por meio da busca do parasita no sangue ou da resposta
imune do hospedeiro infectado, e os exames laboratoriais devem ser direcionados em fungdo da

fase da infeccao.
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Os testes laboratoriais de defini¢do da doenca de Chagas na fase aguda se
baseiam em dois critérios: o Parasitolégico, definido pela presenca de parasitas circulantes
demonstraveis no exame direto do sangue periférico ou o Soroldgico, caracterizado pela presencga
de anticorpos anti-7. cruzi da classe IgM no sangue periférico o que € considerado indicativo da
fase aguda (BRASIL, 2005).

Na fase cronica, devido a parasitemia subpatente, os métodos parasitologicos
convencionais sdo de baixa sensibilidade, o que implica em pouco valor diagndstico, tornando
desnecessdria a sua realizacdo para o manejo clinico dos pacientes. No critério soroldgico,
considera-se um individuo infectado na fase cronica aquele que apresenta anticorpos anti-7. cruzi
da classe IgG, detectados por meio de dois testes distintos ou com diferentes preparagcdes

antigénicas (BRASIL, 2005).

1.6 Tratamento

Embora haja divergéncias quanto as percentagens de cura no tratamento
etiol6gico da doenga de Chagas, hd consenso sobre sua utilidade, a depender de circunstancias
como a fase da doenca e idade do paciente (BRASIL, 2005).

Muitos estudos se propuseram a encontrar uma droga eficaz no tratamento da
doenca. O surto de farmacos oriundos das descobertas que se seguiram ap0ds a segunda grande
guerra (1939-1943) alcangou também a doenca de Chagas. Séries de drogas foram testadas, a
partir da década de 50, em animais e pacientes chagdsicos sem éxito. Somente a partir de 1970 é
que surgiram dois farmacos que atingiram o mercado, o benzonidazol e o nifurtimox (COURA et
al, 2007).

No Brasil, o benzonidazol (Rochagan®) é a droga de escolha para o tratamento
especifico da doenga de Chagas. O nifurtimox (Lampit®), existente na América Central, pode ser
utilizado como alternativa em caso de intolerancia ao benzonidazol. No caso de falha terapéutica
com uma das drogas, apesar de eventual resisténcia cruzada, a outra pode ser tentada. A dose a

ser administrada durante o tratamento varia de acordo com a idade do individuo (BRASIL, 2005).
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O tratamento da doenca se torna ainda mais dificil em virtude da grande
variabilidade de cepas de T. cruzi, com diferentes niveis de viruléncia, parasitismo e, grande parte
delas, resisténcia aos tratamentos convencionais (DEVERA et al, 2002).

A avaliagdo de cura da doenga é dada pela negatividade soroldgica dos exames
laboratoriais, considerada como o unico método tradutor de cura. Especialistas apontam que o
tempo necessdrio para a negativacao € varidvel e depende da fase da doencga, sendo um ano para a
infeccdo congenita, de trés a cinco anos para a fase aguda, de cinco a dez anos para a fase cronica
recente e acima de 20 anos para a fase cronica de longa duracdo (BRASIL, 2005).

O tratamento especifico pode ser feito em unidades ambulatoriais por um
médico generalista que conhega as particularidades do medicamento e da doenca de Chagas.

Casos agudos sintomdticos podem necessitar de interna¢c@o hospitalar.

1.6.1 Benzonidazol

E um derivado nitroimidazélico quimioterapeuticamente ativo contra o T. cruzi.
Este farmaco, inicialmente produzido pela inddstria farmacéutica Roche, e atualmente entre os
direitos de producdo ao Governo Federal, sob a denominacio de Rochagan®, foi introduzido no
Brasil em 1978 (BURCHMORE et al, 2002).

Estudos feitos sugerem que o mecanismo de acdo do Benzonidazol parece
envolver uma diminui¢do da sintese de proteinas, redu¢do de incorporagdo nos precursores de
RNA e diminuicdo da incorporacdo de timidina em DNA (GOIIMAN et al, 1983). Na
experiéncia clinica geral € dotado de evidente acdo antiparasitdria (BRENER et al, 2000). Alguns
estudos mostram que, apds tratamento das c€lulas de 7. cruzi com esta droga, os niveis de
tripanotiona (TSH) caem drasticamente, uma vez que esta se encontra diretamente ligada aos
processos de detoxificacdo das células de T. cruzi, tornado assim estas células mais susceptiveis
ao estresse oxidativo (REPETTO, 1996). A TSH desempenha importante funcdo nos mecanismos
antioxidantes nas células de 7. cruzi, seus mecanismos de atuacio nestas células sao similares ao
da glutationa (GSH) em células humanas (GREIG et al, 2006).

Em virtude da acentuada toxicidade as células sanguineas, o benzonidazol nao

pode ser empregado em larga escala e requer acompanhamento laboratorial durante o seu uso. O
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emprego do medicamento requer termo de consentimento esclarecido assinado pelo paciente ou
por seus responsdveis (URBINA, 2002).

O benzonidazol tem sido empregado no tratamento especifico de pacientes
chagdasicos na fase aguda, promovendo curas parasitolégicas de 50 a 70%. No tratamento de
pacientes chagdsicos cronicos, os resultados sdo significamente inferiores, devido ao nimero

maior de parasitas intracelulares encontrados nesta fase (DE CASTRO et al, 2007).

1.6.2 Nifurtimox

Introduzido no mercado farmacéutico no ano de 1972 pelo Laboratério Bayer,
com o0 nome de Lampit®, o nifurtimox € um derivado nitrofurano utilizado no tratamento da
doenca de Chagas. Contudo, este medicamento, depois de amplamente usado, ndo se encontra
mais disponivel no Brasil devido a sua acentuada toxicidade as células sanguineas do hospedeiro
(MAYA et al, 2003). O mecanismo de a¢do desta droga ¢ mediado por radicais livres que sdao
gerados por ela, tais como anions superdxidos e peréxido de hidrogénio (VIODE et al, 1999).
Sabe-se que a enzima tripanotiona redutase dos tripanosomas reduz o grupamento nitroso destes
compostos a radicais livres que sdo téxicos para o parasita, ja que este parasita tem um deficiente
mecanismo de detoxificagdo. Entretanto o nifurtimox € um substrato pouco especifico para esta
enzima, apresentando também alta toxicidade em células de mamiferos (DENISE et al, 2001).

Em virtude da alta toxicidade dos tratamentos convencionais, sdo cada vez
maiores os esfor¢os na busca de uma terapia que seja menos agressiva as células do hospedeiro e
que apresente uma maior eficdcia e especificidade pelas células do parasita.

De um modo geral, o desenvolvimento de uma quimioterapia antiparasitria
vem sendo estudada, pelo estabelecimento de principios ativos de plantas utilizadas na medicina
popular ou pela investigacdo de drogas ja aprovadas para o tratamento de outras doencas, uma
vez que elas ja foram submetidas a ensaios clinicos muito dispendiosos (URBINA, 2002)).

A despeito da extensa lista de diferentes classes de compostos que apresentaram
atividade in vitro e in vivo sobre T. cruzi ao longo dos estudos, somente alopurinol, itraconazol,
fluconazol e posoconazol foram submetidos a ensaios clinicos desde a introdu¢do do nifurtimox e

do benzonidazol. Este fato se deve em muitos casos pela inexisténcia de indicagdo forte do efeito
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curativo e ao efeito potencial téxico e/ou teratogénico das drogas estudadas. Mesmo sendo
submetidos a ensaios clinicos, o alopurinol, o itraconazol, o fluconazol e o posoconazol nao se
mostraram mais eficazes que o nifurtimox e o benzonidazol contra o parasita. (DE CASTRO et
al, 2007).

Uma outra perspectiva interessante, seria a elaboracdo de uma vacina contra
esta moléstia, mas até os dias atuais ndo se tem métodos eficazes de imunizacdo capazes de
suprimir a infec¢do. Pesquisadores da Fiocruz e do Centro Interdisciplinar de Terapia Génica da
Universidade Federal de Sao Paulo atualmente trabalham junto visando desenvolver uma vacina
recombinante contra a doenga de Chagas que estimulasse estes mecanismos de imunizac¢do. No
momento esta vacina estd em teste em cepas que resultam em cardiomiopatia cronica e,
dependendo dos resultados, também serd testada em modelo de infec¢do de primatas ndo
humanos que reproduzem aspectos da infec¢do cronica pelo 7. cruzi e da doenca de Chagas

(IMTEV, 2008).
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2. lbuprofeno

Como visto no capitulo anterior, as drogas atuais utilizadas para o tratamento da
doenca de Chagas apresentam alta toxicidade e baixa especificidade. E até o presente momento
ndo se observa em estudo uma droga com futuro promissor no que se diz respeito ao tratamento
da doenga. Diante disso, nossa pesquisa buscou analisar possiveis acdes do ibuprofeno sobre o
parasita causador da doenca.

O ibuprofeno é um composto do grupo dos derivados do 4cido propidnico, um
dos mais importantes grupos das drogas antiinflamatérias nao esteroidais (AINE). Foi uma das
primeiras drogas desse grupo a ser utilizada e, atualmente, se encontra em franca expansao.
Ibuprofeno é o nome genérico do a-Metil-4-(2-metil-propil) dcido benzenacético (Figura 5)

(COSTA et al, 2006).

CH,

CHCOOH
CH,

CH,CHCH,

Figura 4: Férmula estrutural do ibuprofeno (COSTA, 2006).

Os AINEs sao drogas largamente prescritas para o tratamento de dores, febres e
processos inflamatoérios. Os derivados do dcido propidnico (ibuprofeno, naproxeno, cetoprofeno,
fenoprofeno, indoprofeno) constituem um importante grupo de antiinflamatdrios nio esteroidais
amplamente utilizados para o tratamento da dor, processos inflamatérios musculares e artrites

(COSTA et al, 2006).
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O mecanismo de a¢do do ibuprofeno, assim como os demais derivados do dcido
propidnico, estd atribuido a sua capacidade de inibicdo direta das ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e
COX-2), enzimas chave na producdo de prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, 0s quais
tem papel fundamental na resposta inflamatdria e nos estimulos aos receptores da dor em seres
humanos. O ibuprofeno se liga no sitio ativo destas enzimas impedindo assim a liga¢do do acido
araquidonico, seu substrato e sua posterior conversdo em prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos, impedindo assim o processo de inflamacgdo e dor. Além desse efeito sobre a sintese
de prostaglandinas, impede a formagdo de cininas e histamina na media¢do da inflamagio
(NEWA et al, 2008).

O ibuprofeno é administrado por via oral, absorvido rapidamente pelo trato
gastrointestinal e, em cerca de 30 minutos, se dd o inicio da ag@o. Seu pico de concentra¢io
maxima no sangue ocorre cerca de duas a quatro horas apds a ingestdo, sendo de 23 a 45 pg/ml
com uma dose de 400mg e de 56 a 66 ug/ml com administracdo da dose de 800mg
(KOROLKOVAS, 2006).

Essa substancia liga-se amplamente as proteinas plasméticas para o transporte
no plasma sangiiineo até seu sitio de acdo. O tempo de duracdo do seu efeito € de cerca de quatro
a oito horas, dependendo da dose ingerida. O ibuprofeno possui um tempo de meia vida de
aproximadamente 1,8 a duas horas e sofre extensa metabolizacdo hepdtica, sendo eliminado pela
urina. A dose recomendada de uso € de 600 mg, trés a quatro vezes ao dia, ndao devendo exceder a
dose didria total de 3.200mg (NEWA et al, 2008).

Um efeito adverso desta droga € sua capacidade em proporcionar o aumento do
estresse oxidativo no interior das células através da geracdo de radicais hidroperéxidos. Vérios
estudos apontam esta propriedade, ligada ao aumento de EROs em cé€lulas hepdticas, células do
trato gastro-intestinal humano, bem como interferéncia em processos de cicatrizagdo
(MCKEEVER et al, 2005; KAUSHAL et al, 2006).

Estudos recentes apontam a eficiéncia do ibuprofeno em desencadear
mecanismos que levam a morte células tumorais. Palayoor (1998) descreve o uso de ibuprofeno
associado a radiacdo gama como agente antitumoral em células carcinogénias de prostata
humana, das linhagens PC3 and DU-145, devido a sua capacidade em inibir a sintese de
prostaglandinas por conta de sua interagdo com as enzimas ciclooxigenase 1 e 2. Isso sugere que

a reducdo na sintese das prostaglandinas é necessdria para a atividade antineopldsica do
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ibuprofeno. Jakubikovd (2001) aponta o ibuprofeno como um indutor de apoptose e necrose
celular, bem como promotor de alteracdes no ciclo celular e modulador de crescimento de células
leucémicas humanas (THURNHER et al, 2001) Outros estudos vém apontando a eficicia do
ibuprofeno contra células de carcinomas prostaticos (ANDREWS et al, 2002; JOHNSON et al,
2002) e as varias linhagens de células leucémicas como as células Walker 256 (CAMPOS et al,
2004).

Em todos os trabalhos envolvendo o uso do ibuprofeno contra células
carcinogénicas, os autores descrevem que o mecanismo desencadeado por esta droga parece estar
diretamente ligado com a indu¢do de apoptose e necrose por diversas vias, elevacdo na geracao
de EROs, supressdo na expressiao de Bcl-2 na mitocondria destas células e liberagdao do citocromo
C (JAKUBIKOVA et al, 2001).

Com base nesses resultados, supde-se que o ibuprofeno possa ser eficaz no
combate as células de 7. cruzi, uma vez que estas possuem baixa tolerancia ao estresse oxidativo
(MIELNICZKI-PEREIRA et al, 2006). A escolha, assim, pelo ibuprofeno foi feita devido ao fato
de este ja ser uma droga consagrada para o tratamento de outras doencgas e ja ter sido, ao longo de
sua inser¢do no mercado, submetida a ensaios clinicos muito dispendiosos capazes de tornar
conhecidos seus efeitos ao paciente. A escolha do ibuprofeno e ndo de outro composto da mesma
classe, foi devido ao fato de ele ser mais facilmente encontrado no mercado em relacdo aos

mesmos compostos do grupo dos derivados do 4cido propidnico.
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3. Mitocondria

A principal caracteristica das drogas utilizadas na quimioterapia da doenca de
Chagas € a geracdo de espécies reativas de oxigénio nas células de 7. cruzi. A mitocOndria,
organela responsdvel pela respiracdo celular, é a maior produtora de EROs e, também, o maior

alvo desses radicais. Assim, a mitocondria foi o alvo de nossos estudos.

3.1 Caracteristicas Bioquimicas

O T. cruzi, bem como todos os membros da familia Tripanosomatidae,
apresenta uma Unica mitocondria que se ramifica por todo o corpo do protozodrio. Igualmente a
todas as células eucaridticas, a mitocondria dos tripanossomatideos € uma das organelas celulares
de primordial fungdo, importante para a respiragdo celular, através da cadeia respiratéria
(SALVIOLI et al, 1997).

A cadeia respiratéria € capaz de gerar energia através da criacdo de um
gradiente eletroquimico, o qual apresenta um potencial elétrico transmembranico negativo da
ordem de 180 a 200 mV, derivado do fluxo de prétons da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranas. Esta energia € utilizada na biossintese de ATP — molécula essencial em uma
grande variedade de processos intracelulares (SALVIOLI et al, 1997). Por esta razdo a anélise da
variagdo do potencial de membrana mitocondrial € um importante parametro para verificacdao da
funcionalidade da mitocOondria e uma evidéncia indireta do status energético da célula
(COSSARIZZA et al, 2001).

Apesar de necessdria para uma variedade de processos intracelulares, a cadeia
de transporte de elétrons faz da mitocondria a maior organela produtora de EROs e também o
maior alvo destes radicais. O estresse oxidativo e as EROs induzem diversos danos a célula o que
acarreta, muitas vezes, o aparecimento de algumas enfermidades relacionadas ao ataque destes
radicais em células humanas. As EROs promovem danos diretos as enzimas mitocondriais € sao

capazes de causar mutagdes no DNA mitocondrial. Podem, também, implicar em alteragdes no
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potencial de membrana mitocondrial (AWy, ), através de danos causados a bicamada lipidica da
mitocOndria, os quais sio indicadores de injuria na integridade da organela (JO et al, 2001).

Em condi¢des normais, as células de 7. cruzi possuem diversas vias de
eliminacao dos radicais superoxidos gerados pela cadeia respiratéria. A melhor e mais importante
via de detoxificagdo celular é mantida por superdxido dismutases (SODs) e pela TSH, um
eficiente anti-oxidante e eliminador de radicais livres na célula. A TSH, assim como a GSH em
humanos, € sintetizada no citosol e transportada a mitocondria. Dentro da mitocdndria, a TSH é
convertida em tripanotiona dissulfeto oxidada (TSST), durante reacdes de oxireducdo. Como ndo
pode ser exportada ao citossol a TSST é reduzida em TSH pela atividade da tripanotiona
redutase, com o auxilio do NADPH. Este fato reflete a importancia do NADPH produzido pela
via das pentoses fosfato (PPP) como um fator crucial na regeneracdo da TSH (GREIG et al,
2006).

Uma enzima chave na via das pentoses fosfato, a glicose-6-fosfato
desidrogenase, € considerada como a maior fonte de producdo de NADPH, através da reacdo
catalisada por ela, que é a conversdo de seu substrato glicose-6-fosfato ao produto, 6-
fosfogluconato com redu¢io de NADP" & NADPH. Uma outra enzima, também presente na
mesma via, capaz de promover a redu¢io de NADP" a NADPH, é a 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PGD). A regeneracdo do NADP" 2 sua forma reduzida proporcionada por esta

enzima ocorre durante a reacdo catalisada pela mesma (BANKI et al, 1999; FRANK, 2005). Na

figura 6 podemos observar as reacdes catalisadas pelas duas enzimas.

2

ibulose-5-fosfato

G6PD
Glicose-6-fosfato ——— 6-fosfogluconato

6PGD / (:
7N

NADP+ NADPH NADP+ NADPH
Glutationa redutase>.<
GSSG GSH GSSG GSH

Figura 5: Reacoes catalisadas pelas enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconato

desidrogenase (FRANK, 2005).
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Deste modo uma das mais importantes funcdes da via das pentoses fosfato € de
manter a TSH em seu estado reduzido proporcionado prote¢do aos grupos sulfidrilas e mantendo
a integridade celular contra os efeitos agressores dos radicais livres (PRATHALINGHAM et al,
2007).

Em T. cruzi, a via das pentoses fosfato se comporta de forma semelhante ao que
ocorre em células de mamiferos, apresentando variacdes na atividade de algumas enzimas para as
diferentes cepas do parasita. Em algumas cepas esta via de utilizagdo de glicose estd mais ativa
que em outras cepas, o que possivelmente caracteriza a diferencga de resisténcia e viruléncia entre

as cepas (MAUGERI et al, 2004).
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4, Objetivos

4.1 Geral

Estudos recentes apontam a utilizacdo do ibuprofeno contra diversas linhagens
de células cancerosas. O mecanismo de morte celular parece estar ligado a capacidade desta
substancia em provocar um aumento na geracdo de radicais livres nestas células. Assim, sabendo
que as células de T. cruzi possuem um sistema de detoxificacdo celular limitado contra os
radicais livres, resolvemos estudar o efeito do ibuprofeno sobre as células do parasita e o impacto
sobre sua mitocondria, uma vez que esta organela é conhecidamente a principal produtora e
também o maior alvo dos radicais gerados. Com base nessas caracteristicas do ibuprofeno e
conhecendo a susceptibilidade das células de 7. cruzi ao estresse oxidativo, supde-se que esta
droga pode nos levar a uma nova possibilidade de terapia contra estes parasitas. A escolha das
cepas Tulahuen 2 e Y foi baseada no fato de que estas possuem diferencas conhecidas na
susceptibilidade e resisténcia ao estresse oxidativo, assim permitindo a avaliacdo em cepas com

comportamentos distintos perante a producao de radicais livres.

4.2 Especifico

Avaliar os efeitos citotoxicos do ibuprofeno sobre as duas cepas escolhidas para
este estudo, analisando a capacidade de proliferacdo destas células, in vitro, na presenca € na
auséncia da droga. E posteriormente avaliar a viabilidade celular das duas cepas, em ambas as
condi¢des. Também verificar se a droga possui efeitos citostaticos, analisando a capacidade de
proliferacdo das células, que antes estavam na presencga da droga, retirando-se esta do meio onde
se encontram as células.

Com este estudo visamos também verificar a capacidade da droga em aumentar

os radicais hidroperéxidos, os quais sdo capazes de gerar estresse oxidativo nas células. E
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também a producdo de NADPH pela via das pentoses fosfato, uma vez que a cascata de
detoxificacdo celular contra os estes radicais € dependente da producdo destas coenzimas.
Avaliamos também a concentracdo de tidis livres totais nas células com o intuito de verificar se a
geracdo destes radicais se encontra em niveis capazes de interferir nas estruturas protéicas.

Com o objetivo de verificar os efeitos do ibuprofeno sobre a integridade da
mitocondria do parasita, avaliamos a bioenergética mitocondrial através do consumo de oxigénio

e do potencial de membrana gerado por esta organela.
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5. Materiais e Métodos

Neste capitulo, serdo descritos os materiais € métodos utilizados na pesquisa.
Visando uma melhor organizag¢do, a composi¢do de todos os meios de cultura e solugdes estd
descrita no Anexo L.

Para maior confiabilidade dos experimentos, todos foram repetidos, no minimo,
trés vezes em dias diferentes. Nos ensaios de atividade enzimatica, em cada dia foram feitas

medidas em duplicata.

5.1 Cultura de células epimastigotas de T. cruzi

Células das cepas Y e Tulahuen 2 (5,2x106 células/ml) foram cultivadas a 28°C
em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) acrescido de hemina, contendo 10% de soro fetal bovino
inativado (Camargo, 1964). No quinto dia apds a inoculagdo, os parasitas foram coletados por
centrifugacdo (5 minutos a 2500 rpm, a 4°C) e lavados com tampao fosfato salino pH 7,2 (PBS)
para realizacdo dos experimentos. A contagem das células foi realizada em camara de Neubauer

(CAMARGO, 1964).

5.2 Tratamento das células de 7. cruzi com ibuprofeno

Para a determinagdo da citotoxicidade do ibuprofeno e avaliacdo da proliferacao
celular, 1 x 10° células/ml foram incubadas, em meio LIT, a 28°C por 24, 48 e 72 horas com
diferentes concentragdes de ibuprofeno (0 a 2000 wmol.L™).

No experimento de avaliacdo citostdtica, apés o tempo de incubagdo, a
suspensao foi centrifugada por 5 minutos a 2500 rpm e a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, as
células ressuspendidas em meio LIT e aliquotas foram retiradas para realizar a contagem das

células em camara de Neubauer apds 24, 48, 72 e 96 horas.
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Para os demais experimentos, foi usada a concentracio de 250 pmol.L"' da
droga. Apds o tempo de incubagdo, a suspensdo foi centrifugada por 5 min a 2500 rpm e a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado, adicionou-se 500 pl de PBS para ressuspender as células e aliquotas

foram retiradas para realizar a contagem das células em cAmara de Neubauer.

5.3 Determinacao da citotoxicidade do ibuprofeno

A citotoxicidade do ibuprofeno sobre as células foi avaliada através do método
do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Essa € uma técnica
colorimétrica baseada na reducdo do MTT ao composto Formazan (MUELAS-SERRANO et al,
2000).

Ap6s o tratamento das células, como descrito no item 3.2, 1 x 107 células/ml
foram expostas a 2,5 mg/ml de MTT pelo periodo de 1,5 horas. Decorrido este tempo, adicionou-
se 1 ml de solucd@o de dodecil sulfato de s6dio (SDS) 10 % em HCI 0,01 M, e incubou-se por 30
minutos, para dissolucdo dos sais de formazan formados. A suspensdo foi centrifugada e

procedeu-se a leitura em espectrofotdometro a 595 nm (MUELAS-SERRANO et al, 2000).

5.4 Avaliacao da proliferacao celular

Epimastigotas (1x10° células/ml) foram cultivadas em meio LIT na presenca de
diferentes concentracdes de ibuprofeno (0, 250, 500, 1000 e 2000 umol.L'") e diferentes tempos
de incubacdo (24, 48 e 72 horas). Utilizou-se a temperatura de 28°C com agitagdo em shaker a 50
rpm na incubac¢do. Nos tempos determinados, aliquotas foram retiradas para contagem do nimero

de células em camara de Neubauer (CARNIERI et al, 1993).
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5.5 Determinacao da ICs (concentracao inibitoria de 50% da proliferacao)

Com os dados obtidos na avaliagdo da proliferacdo celular foi calculada a
concentracdo capaz de inibir a proliferacdio em 50% das células (ICsp). Os dados foram
compilados em uma planilha do Microsoft Excel®, plotados em um gréfico (% de inibi¢do x
concentracao de ibuprofeno) e a equagdo da reta determinada.

Uma vez com a equacdo da reta determinada o cdlculo da ICsy pode ser

determinado, conforme descrito por Kelly e colaboradores (1993).

5.6 Consumo de oxigénio

Apoés tratamento com o ibuprofeno, as células foram centrifugadas e lavadas
com PBS e ressuspensas em 1 ml de meio de respiragdo. Realizou-se a medida do consumo de
oxigénio pelas células (3x10’ células/ml), em oxigrafo (Yellow Springs Instruments Co.). Para
efeito de comparagado, o experimento também foi realizado com células nao previamente tratadas
com o ibuprofeno. O consumo de oxigénio pelas células foi expresso em nanomoles de O,/

minuto/10” células (VERCESI et al, 1991).

5.7 Determinacio do potencial transmembrana mitocondrial (AY,,)

O potencial transmembrana mitocondrial foi determinado por meio da técnica
de citometria de fluxo, utilizando DioCs (3) (3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide) como sonda
(0,3 nmol.L™") (ZECCHIN et al, 2007).

As células (1x10° células/ml) tratadas com 250 umol.L' de ibuprofeno por 24,
48, e 72 horas, conforme descrito no item 3.2, foram adicionadas em PBS, na presenca da sonda
(D10Cy) (3)1. Realizou-se as leituras em citometro de fluxo. Os tubos foram acrescidos de

Zumol.L'1 de CCCP (carbonyl cyanide m-cloro phenyl hydrazone), um desacoplador que dissipa

! Exceto no tubo referente ao background.
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o potencial elétrico da membrana mitocondrial. Foi obtida a razdo F/Ficccp), que representa o

potencial gerado pela membrana da organela (CAMPOS et al, 2004).

5.8 Determinacao da producio de espécies reativas de oxigénio

As cepas Y e Tulahuen 2 foram tratadas com 250 pmol.L" de ibuprofeno por
24, 48 e 72 horas conforme descrito no item 3.2. Feito isso, foram lavadas com PBS e 1x10°
células/ml incubadas 2 28°C por 45 minutos com 2umol.L”" de dihydroethidium (DHE - uma
sonda utilizada para deteccdo da geracdo de radicais superoxido (O,) Por fim, analisou-se por
citometria de fluxo (DEGASPERI et al, 2006).

Os resultados foram expressos em unidades arbitrérias de fluorescéncia (u.a.).

5.9 Medida da atividade das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e 6-
fosfogluconato desidrogenase (6PGD)

A atividade enzimdtica da G6PD e da 6PDG foi determinada através da
quantidade de NADPH produzida. As células tratadas com ibuprofeno (250umol.L") em
diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) foram lavadas com PBS, centrifugadas e ressuspendidas em
PBS.

Os ensaios enzimdticos foram realizados em meio contendo PMSF
(0,1mmol.L’1) e coquetel de inibidores de protease (Protease Inhibitor Cocktail Set III —
Calbiochem ®). A concentracio do coquetel de inibidores de protease foi calculada para que se
obtivesse 80pmol.L" de leupeptina num estoque final de, no méximo, 4 x 10® células/ml.
Utilizaram-se 2,5 x 10° células/ml. As reacOes foram monitoradas espectrofotometricamente a
340nm pela producio de NADPH (g3, = 0,0062 umol.L™") (SWETHA et al, 2007).

Na medida da atividade da 6PGD, o meio de reagio foi acrescido de NADP*
(250 umol.L™' — concentracdo final) e 6-fosfogluconato (Immol.L™" — concentracdo final). A
medida da atividade combinada da 6PGD e da G6PD foi realizada da mesma forma, acrescida de

glicose-6-fosfato (lmmol.L'l) (MIELNICZKI-PEREIRA et al, 2006).
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A atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase foi obtida através da
diferenca da quantidade de NADPH, obtida pela enzima 6-fosfogluconato desidrogenase, da

quantidade total produzida pelas duas enzimas, como mostra a férmula abaixo:

[ (G6PD + 6PGD) - 6PGD = G6PD |

5.10 Determinacao de tiodis totais

As células (1 x 10° células/ml) tratadas com ibuprofeno (250pumol.L™") por 24,
48 e 72 horas foram lavadas e ressuspensas em PBS, acrescidas de 1 ml de acido perclérico (0,5
mol.L™) e deixadas em gelo por 30 minutos. Apés este tempo, acrescentou-se 50 ul de solucdo de
KOH (3 mol.L™") e 50 ul de KHCO; (3 mol.L ea suspensao celular foi centrifugada a 13.000
rpm durante 5 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado solu¢@o contendo fosfato (3 mol.L™) pH
9,0 e 100 ul de reagente de ELLMAN 3 mmol.L! (5,5-ditiobis 2-nitrobenzoato - DTNB),
procedendo-se andlise espectrofotométrica a 412 nm (KRIEGER et al, 2000).

5.11 Analise estatistica

Para as andlises estatisticas dos experimentos foi utilizado o software Origin ®

versao 7.2. Realizou-se teste ¢, onde p < 0,05 foi considerado significativo.
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6. Resultados e Discussao

6.1 Avaliacao da proliferacao celular

Os experimentos de proliferacdo celular tiveram trés objetivos: 1) verificar a
atividade da droga sobre a proliferacdo das células de 7. cruzi; 2) determinar a ICsy —
concentracdo capaz de inibir 50% da proliferacdo; 3) avaliar a correlagdo tempo x dose a ser
aplicada nos experimentos posteriores para duas cepas de 7. cruzi, Tulahuen 2 e Y, devido
diferencgas conhecidas entre as duas cepas na susceptibilidade e resisténcia ao estresse oxidativo
(MIELNICZKI-PEREIRA et al, 2006).

Através da andlise dos dados obtidos com a proliferacio celular (Figura 6), foi
possivel observar que a a¢do da droga sobre as células é dose e tempo dependente, ou seja,
quanto maior a dose de incubagdo (0 a 2000 uM) e o tempo de exposi¢do do parasita a droga,
menor a proliferacdo celular. Os graficos abaixo mostram as curvas de inibi¢do no crescimento
das células de ambas as cepas — Y e Tulahuen 2, em meio de cultura. Pela andlise dos gréficos foi
possivel determinar o valor da ICsp no tempo de 48h, para ambas as cepas, sendo 611 + 22 uM da
droga para a cepa Tulahuen 2 e 879 + 14 uM paraacepa Y.

Com a avaliacdo da correlacido dose X tempo verificou-se que a concentracio de
100uM nio apresentou resultados significativos sobre a proliferagcdo celular, nos diversos tempos
de tratamento. A concentragio de 250umol.L" foi escolhida para ser aplicada e analisada em
todos os experimentos posteriores, pois se encontra abaixo da ICsy (611 umol.L™" para a cepa
Tulahuen 2 e 879 pmol.L™" para a cepa Y no tempo de 48 horas) e da dose capaz de apresentar
efeitos téxicos no plasma sangiiineo (704 mg/l ou 3mm01.L'1) (KOROLKOVAS, 2006). Além
disso, mostrou-se mais eficaz do que a dose de IOOumol.L'l, a qual é geralmente utilizada para
obter efeitos farmacoldgicos. Para se obter uma concentracio plasmdtica de 250 pmol.L™ é
necessdrio, a administracio oral de uma dose de cerca de 1,1 mg (TANG et al, 1996, 1997).

Um segundo experimento teve o intuito de verificar se mesmo depois de
retirada a pressdo da droga sobre as células de 7. cruzi, ela ainda deixava alguma acdo residual

nas fungdes celulares. Tratamos as células com ibuprofeno durante 48 horas. Apds esse tempo, a
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droga foi retirada e foi avaliada a proliferacdo das células a cada 24 horas, por um periodo total

de 96 horas (Figura 7).
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Figura 6. Efeito do Ibuprofeno na proliferacio de T. cruzi. As células foram tratadas
com diferentes concentracdes de ibuprofeno por 24, 48 e 72 horas, conforme descrito
em Materiais e Métodos. (A) cepa Tulahuen 2 e (B) cepa Y, IOOumol.L’l (m),
25()um01.L'1 (m), SOOumol.L'l (o), Immol.L! (o)e 2mmol.L! (x). O ntimero de células
foi determinado por contagem em cdmara de Neubauer. Andlise estatistica: ( * ) ndo
significativamente diferente do controle (p > 0,05).
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Figura 7. Proliferacdo do T. cruzi apés tratamento com o farmaco. As células
foram tratadas com 250umol.L" de Ibuprofeno 48 horas. Apés esse tempo, foi retirada
a droga e analisada a proliferacdo em 24, 48, 72 e 96 horas, conforme descrito em
Materiais e Métodos. (A) cepa Tulahuen 2 controle ( ) e tratada (m); (B) cepa Y,
controle (m) e tratada (m).O nimero de cé€lulas foi determinado por contagem em cimara
de Neubauer. Andlise estatistica: (*) ndo significativamente diferente do controle (p >
0,05).
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Analisando-se os dados foi possivel verificar que, mesmo retirando a pressdo da
droga sobre os parasitas, as células ndo apresentaram um crescimento normal, exceto para o

tempo de 24 horas.

6.2 Determinaciao da citotoxicidade do ibuprofeno

A avaliacdo da citotoxicidade do ibuprofeno sobre as células de T. cruzi pelo
método do MTT, confirmam que a acdo da droga € dose dependente. Este método de
determinacdo de viabilidade celular se baseia na captacdo do MTT pelas células vidveis e sua
reducdo ao composto formazan no interior das mesmas. Foi possivel observar que quanto maior
a dose de ibuprofeno a qual o parasita € exposto, maior € o efeito téxico da droga para os

mesmos. (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do ibuprofeno na viabilidade celular; as células foram
tratadas por 24 horas com 250, 500, 1000 e 2000um01.L'1 de ibuprofeno, e a
viabilidade avaliada pelo método do MTT, como descrito em Materiais e
Métodos. Os resultados foram expressos em porcentagem com relagdo ao
controle. Andlise estatistica: Os resultados foram significativamente diferentes
do controle e p < 0,05. Os resultados da cepa Y em relagdo a cepa Tulahuen 2 nio
foram significativamente diferentes (p > 0,05).
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A concentragio de 250pmol.L”" promoveu um efeito na citotoxicidade de cerca
de 9% na cepa Tulahuen 2 e de cerca de 7% na cepa Y. A concentragio de 2 mmol.L™ promoveu
a maior citotoxicidade para as duas cepas, sendo 81% para a cepa Y e 86% para a cepa Tulahuen
2, em 48 horas de tratamento.

Campos et al. (2004) apresenta em seu trabalho a efetividade dessa droga sobre
células leucémicas Walker 256, tratadas com 500pumol.L”' da droga. Seus experimentos de
viabilidade celular também demonstraram ser dependente do tempo de exposi¢do das células a

droga.

6.3 Consumo de oxigénio

Com a evidente efetividade do ibuprofeno sobre a proliferacdo e a viabilidade
das células de T. cruzi, para ambas as cepas, resolvemos verificar se as fungdes mitocondriais do
parasita eram mantidas mesmo apds a exposi¢ao das células com diferentes tempos de incubagao
na concentracio de 250umol.L™" da droga.

Observando-se os resultados obtidos com a respiragao celular foi possivel supor
que a integridade da mitocondria é mantida, pois o consumo de O, pelas células ndo teve
alteracdo apds o tratamento dos parasitas com 250pumol.L" da droga, independente do tempo de
exposicao (Figura 9).

As células de T. cruzi epimastigotas apresentam uma alta taxa respiratéria em
niveis basais (DOCAMPO et al, 1988). Algumas células, devido as diferengas na estrutura da
mitocondria podem apresentar diferengas significantes nos niveis de consumo de oxigé€nio
(KOWALTOWSKI et al, 2001). Os resultados apresentados evidenciam que as cepas Tulahuen 2
e Y apresentam consumo de oxigénio em nivel basal semelhantes, ndo apresentando diferencas
significativas no consumo de O, entre ambas as cepas, mesmo levando-se em conta os diferentes

tempos de avaliagdo.
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Figura 9. Consumo de oxigénio em células de 7. cruzi (Respiracio Celular). As
células foram tratadas com 250 pumol.L"' de Ibuprofeno por 24, 48 e 72 horas. A
respiracao celular foi avaliada em meio de respiracdo composto e os dados registrados
por oxigrafo como descrito em Materiais e Métodos. (A) cepa Tulahuen 2, controle
(), e tratada (m). (B) cepa Y, controle (m) e tratada (m). Andlise estatistica: os
grupos tratados com Ibuprofeno ndo apresentaram diferengas significativas em
relagdo aos controles (p >0,05).
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6.4 Determinacao do potencial transmembrana mitocondrial (A%W,)

A andlise do potencial de membrana mitocondrial é um importante parametro
para verificacdo da funcionalidade da mitocondria e uma evidéncia indireta do status energético
da célula (COSSARIZZA et al, 2001). Com base nessa informacdo, avaliamos a variacdo do
potencial de membrana mitocondrial (AW,) para ambas as cepas.

Os experimentos de avaliacdo do potencial transmembrana mitocondrial
demonstram que o ibuprofeno nao possui a habilidade de promover alteracdes no mesmo, devido
ao fato de este ser mantido mesmo apds o tratamento das células com a droga. Para a andlise do
AW, foi utilizada a sonda DioCs (3), por citometria de fluxo em células ndo permeabilizadas

(Figura 10).

Y - controle

m Y - ibuprofeno 250 umol.L-1
Tulahuen 2 - controle

m Tulahuen 2 - 250 pmol.L-1

24 horas 48 horas 72 horas

Tempo (horas)

Figura 10. Determinacio do potencial de membrana mitocondrial em células de 7.
cruzi tratadas com Ibuprofeno. As células foram tratadas com 250umol.L’' de
ibuprofeno por 24, 48 e 72 horas, lavadas com PBS, marcadas com DioC43) e
posteriormente analisadas por citometria de fluxo, como descrito em Materiais e Métodos.
Os valores foram expressos no resultado da razdo entre F(auséncia de CCCP) e FCCCP
(presenca de CCCP). Andlise estatistica: Os resultados ndo foram significativamente
diferente do controle (p> 0,05).

Foi possivel observar que, para ambas as cepas, ndo houve alteracdo
significativa do potencial transmembrana das células tratadas com ibuprofeno, visto que os

valores permaneceram proximos aos potenciais transmembranas dos controles. A cepa Y
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incubada durante 48 horas com ibuprofeno 250 umol.L'1 apresentou relacdo F/Fcccp de 2,07,
sendo o controle 1,92. A cepa Tulahuen 2 tratada por 72 horas com a mesma concentra¢do do
farmaco apresentou F/Fcccp de 1,70, sendo o controle 1,62. Salienta-se, ainda, que no tempo de
incubacdo de 24 horas, a relagdo F/Fcccp do controle da cepa Tulahuen 2 foi superior a cepa Y,
sugerindo uma maior atividade metabdlica na fase lag para essa cepa.

Analisando-se o A¥,, em niveis basais (controles) das cepas nos diferentes
tempos de tratamento, verifica-se que, com 24 horas de incubacdo, a cepa Tulahuen 2 apresentou
potencial transmembranico maior que a cepa Y. Ja com 48 horas, o potencial foi semelhante para
ambas as cepas. Todavia, no tempo de 72 horas, o potencial para a cepa Y foi maior que o da
cepa Tulahuen 2 (Figura 12). Tal fato se explica, possivelmente, pelas diferencas ao longo das
curvas de crescimento das duas cepas (MIELNICZKI-PEREIRA et al, 2006).

Portanto, € possivel demonstrar que, sob as condi¢des experimentais
apresentadas, o mecanismo de morte celular induzido pelo ibuprofeno em células de 7. cruzi ndo
causa alteragdes significativas nas fun¢des mitocondriais, visto que a respiracao e o potencial de
membrana mitocondrial nas células ndo sofreram alteracdes significativas. Podemos, assim,
afirmar que os mecanismos de morte sdo ativados por outras vias que ndo a mitocondrial, pois os
dados demonstraram que a integridade da mitocondria € mantida.

Em seu trabalho, Campos et al. (2004) demonstram que o mecanismo que leva
as c€lulas leucémicas Walker 256 a morte ndo € precedido pela perda progressiva do AWy,. Essas
evidéncias também foram verificadas em diversas células carcinogénicas, como células de
préstata humanas das linhagens PC3 e DU-145 (THURNHER et al, 2001) e células de
carcinomas prostiticos (ANDREWS et al, 2002; JOHNSON et al, 2002).

Ainda em sua pesquisa, Campos et al (2004) conclui que o ibuprofeno sozinho
ndo € capaz de afetar as fungdes mitocondriais em células permeabilizadas bem como em células
ndo-permeabilizadas e que o potencial de membrana mitocondrial € mantido pela respiragdo e

ndo pela hidrélise de ATP via ATP sintase.
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6.5 Determinacao da producao de espécies reativas de oxigénio

Diversos trabalhos mostram a capacidade do ibuprofeno em aumentar a geragao
de espécies reativas de oxigénio no interior das células, dos mais diversos tipos celulares
(KUSUHARA et al, 1999, MCKEEVER et al, 2005).

A fim de investigar se o tratamento das células com o ibuprofeno poderia levar
a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células de T. cruzi, e se esta geragdo
ocorre em quantidades significativas, os niveis destes radicais foram avaliados antes e apds o
tratamento das células com a droga. Para a avaliacdo dos niveis de EROs utilizou-se
dihydroethidium (DHE), uma sonda que se complexa com radicais super6xidos produzidos na
célula.

Observando-se os dados da determinacao da produgdo de EROs (Figura 11), foi
possivel verificar que a producdo desses radicais no interior das células € aumentada
significativamente, sendo essa mais pronunciada na cepa Y.

Nos tempos de tratamento de 24 e 48 horas foi possivel observar um aumento
na geracdo de ERO's na cepa Y de 2,6 e 2,7 vezes em relacdo ao controle, respectivamente. Em
contrapartida, na cepa Tulahuen 2 este aumento € de 2 vezes em relacdo ao controle para os
tempos de 24 e 48 horas de tratamento.

No tempo de 72 horas de tratamento o aumento na geracdo de EROs na cepa
Tulahuen 2 foi de aproximadamente 2,6 vezes em relag@o ao controle. J4 na cepa Y esse aumento
foi de aproximadamente 2,5 vezes em relacdo ao controle.

Em niveis basais (controle) foi possivel verificar que a quantidade de radicais
presentes na cepa Tulahuen 2 era menor que na cepa Y. Esses resultados estdo de acordo com os
publicados anteriormente com relacdo a essas cepas, onde a cepa Tulahuen 2 apresenta maior

resisténcia ao estresse oxidativo em relacdo a cepa Y (MIELNICZKI-PEREIRA et al, 2006).



A
700 -
600 -
% 500 -
2
«©
£ 400 |
c
8 300 |
o
S 200 -
i
100 |
0
24 48 72

Tempo (horas)

B
700 -
600 -
& 500
2
S 400 -
c
]
S 300 -
o
S 200 |
i
100 |
0
24 48 72

Tempo (horas)

Figura 11. Producdo de EROs em células de 7. cruzi. (A) cepa Tulahuen 2,
controle ( ), e tratada (m). (B) cepa Y, controle (m) e tratada (m). 1 x 10° células/ml
foram tratadas com 250 umol.L" de Ibuprofeno por 24, 48 e 72 horas, lavadas em
PBS incubadas com 2umol.L™" de dihidroetidium (DHE) e analisadas por citometria
de fluxo, como descrito em Materiais e Métodos. Andlise estatistica: os grupos
tratados com Ibuprofeno apresentaram diferencas siginificativas em relacdo aos
controles (p<0,05).
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6.6 Atividade das enzimas G6PD e 6PGD

A via das pentoses fosfato € uma via secunddria de utilizacdo de glicose em
grande parte dos organismos e tem sido estudada, freqiientemente, devido ao seu fundamental
papel na redugio de NADP* 2 NADPH, necessério em reagdes de biossintese e também na
protecdo das células contra o estresse oxidativo causado pelas espécies reativas de oxigénio.
Nesta via, as enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e 6-fosfogluconato desidrogenase
(6PGD) sdo as duas enzimas responsaveis pela redugdo do NADP" ao NADPH (MAUGERI et al,
2004). Desempenham papéis fundamentais na reducido da TSH, como discutido na pégina 26.

Com o objetivo de investigar uma correlacdo entre a atividade das enzimas
G6PD e 6PGD e o aumento na geracido de espécies reativas de oxigénio, as atividades destas
enzimas foram determinadas antes e apds o tratamento das células com o ibuprofeno.

No primeiro dia de tratamento das células de 7. cruzi com a droga, ndo houve
diferenca significativa entre a atividade da enzima G6PD das células tratadas e das células ndo
tratadas (controle) para ambas as cepas. O mesmo ocorreu com a enzima 6PGD (Figura 12).

Ap6s 48 horas de tratamento das células com o ibuprofeno observa-se uma
elevacdo na atividade da enzima G6PD para ambas as cepas Y e Tulahuen 2 (0,63 + 0,06 e 0,99 +
0,06 umoles NADPH produzido/min/10° células, respectivamente), sendo possivel verificar que
este aumento foi mais pronunciado na cepa Tulahuen 2. A atividade da enzima 6PGD manteve-se
constante para nas duas cepas.

A elevacdo da atividade da enzima G6PD foi ainda mais significativa apds
tratamento de 72 horas com a droga, sendo de 0,91 + 0,11 umoles NADPH produzido/min/ 10°
células para a cepa Y e de 1,32 + 0,1 umoles NADPH produzido/min/10° células para a cepa
Tulahuen 2. Novamente evidenciou o aumento mais significativo na cepa Tulahuen 2 em relacgio
a cepa Y. Como ocorrido anteriormente, a atividade da enzima 6PGD se manteve constante nas

duas cepas.
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Figura 12. Atividade das enzimas G6PD e 6PGD em células de 7. cruzi
tratadas com ibuprofeno. (A) cepa Tulahuen 2, G6PD controle ( ), G6PD das
células tratadas (m), 6PGD controle (m) e 6PGD das células tratadas(m=). (B) cepa
Y, G6PD controle (m), G6PD das células tratadas (m), 6PGD controle (=) e
6PGD das células tratadas ( ). 1 x 10° células/ml foram tratadas com 250
umol.L" de Ibuprofeno por 24, 48 e 72 horas, lavadas em PBS e a cinética
enzimatica das enzimas G6PD e 6PGD medidas como descrito em Materiais e
Métodos. Andlise estatistica: ( * ) Nao significativamente diferente do controle
(p>0,05).
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Os resultados evidenciaram que as cepas Y e Tulahuen 2 apresentam diferenca
na atividade da enzima GO6PD em niveis basais (controle). A atividade desta enzima é
consideravelmente maior na cepa Tulahuen 2, como demonstrado na Figura 12. Mielniczki-
Pereira et al (2006) descreve em seu trabalho a diferenca na atividade da enzima G6PD entre as
duas cepas, o que possivelmente explica a maior resisténcia da cepa Tulahuen 2 ao estresse
oxidativo. Outro fato mostrado em seu trabalho € que a cepa Tulahuen 2 apresenta maior indice
de proliferacdo em relacdo a cepa Y, o que nos permite inferir que a enzima G6PD € importante
para a proliferacdo do T. cruzi, assim como ocorre em outros tipos de células eucaridticas (TIAN
et al, 1998; SALVEMINI et al, 1999; HO et al, 2000).

Estas variacdes nos padrdes da atividade da enzima estudada nas duas cepas
podem ser reflexo de variacdes intra-especificas em pardmetros cinéticos, como Km e Vmax.
Variacdes desta ordem ja foram observadas em diversos tripanossomatideos. Lupiafiez e
colaboradores (1987) demonstraram que, em formas metaciclicas de 7. cruzi, o Km da enzima
G6PD para a glicose-6-fosfato é 4,6 vezes mais alto que nas formas epimastigotas (1,06 m molL"
contra 0,23 mmol.L ' respectivamente).

O papel da G6PD na defesa contra o estresse oxidativo € bem conhecido em
eritrécitos humanos — a queda da atividade desta enzima acarreta em sérias anemias hemoliticas.
Esta enzima é a enzima chave na regulacdo da via das pentoses e sua atividade depende
fundamentalmente da razio NADP/NADPH. Nos processos de defesa celular ao estresse
oxidativo, em que a utilizagdo de NADPH ¢ alta, ocorre em uma dristica queda nesta razdo,
levando, conseqiientemente, a ativagdo desta enzima. Em resposta ao estresse oxidativo também
hd um aumento nos niveis de expressdo da enzima, fato que ndo ocorre com a enzima 6PGD

(IGOILLO-ESTEVE et al, 2006).
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6.7 Tios Totais

Os tidis sdo descritos como os principais responsdveis pelos efeitos
antioxidantes das proteinas. Além disso, alguns estudos, como feito por Krieger et al (2000),
mostram uma correlacdo entre os niveis de tidis livres na célula e os niveis de radicais livres.
Quando estes estdo aumentados no interior das células reagem com os grupos tidis livres das
proteinas, o que acarreta em uma diminui¢do no nimero destes grupos livres nas células.

Como pode ser observado na Figura 13, o tratamento com o ibuprofeno nao
apresentou alteracao significativa dos niveis de tidis totais, sugerindo que a produ¢do de radicais
livres induzida pelo ibuprofeno pode ndo ser suficiente para promover a oxidagcdo de

macromoléculas.
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Fig. 13. Determinacio deis totais em células de 7. cruzi tratadas com Ibuprofeno;
as células foram tratadas com 250 umol.L™" de ibuprofeno por 24, 48 e 72 horas. A
concentracdo de tidis totais entdo determinada. Os resultados expressos em nmol de
ti6is por mg de proteinas. Cepa Y, controle (m), e tratada (m). Cepa Tulahuen 2, controle
(») e tratada (m). Andlise estatistica: ( * ) p>0,05.
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Através da andlise dos resultados, observa-se que ndo houve diferenca
significativa nos niveis de tiés totais das células tratadas com 250 pmol.L”' em relacdo ao
controle em ambas as cepas nos diferentes tempos de incubacao, exceto para o tempo de 24 horas
para a cepa Y. Deste modo, sugere-se que as EROs geradas em fun¢do do tratamento com o
farmaco ndo geram radicais livres em niveis suficientes para promover a oxidacdo de proteinas.

Como descrito por diversos autores (THURNHER et al, 2001; ANDREWS et
al, 2002; JOHNSON et al, 2002; CAMPOS et al, 2004 entre outros), a droga utilizada mostrou
ser capaz de aumentar significativamente os niveis de espécies reativas de oxigénio, os quais
podem acarretar danos irrepardveis as células bem como ativar diversas vias de morte celular.

Por outro lado, o ibuprofeno ndo apresentou a capacidade de alterar as funcdes
mitocondriais nas duas cepas, visto que o consumo de oxigénio por elas se manteve normal apds
o tratamento. Tal fato pode ser confirmado quando avaliamos a variagdo no potencial de
membrana, ja que este € um parametro fundamental na verificacdo da funcionalidade
mitocondrial.

Diante dos resultados encontrados, acredita-se que o principal mecanismo de
morte celular de 7. cruzi estd diretamente ligado a capacidade do ibuprofeno de aumentar os
niveis de radicais livres nas células. Com estudos mais aprofundados, talvez seja possivel
comprovar uma eficdcia mais significativa dessa droga e encontrar uma nova opg¢do para o

tratamento da doenca de Chagas.
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7. Conclusao

Diante dos resultados obtidos, com os experimentos de consumo de O, e
potencial de membrana mitocondrial, pode-se verificar que o tratamento com ibuprofeno nao foi
capaz de alterar as fun¢gdes mitocondriais das células de 7. cruzi, pois 0os mesmos eram mantidos
mesmo apds o tratamento das células do parasita com a droga.

Por outro lado, a droga mostrou-se toxica para as células das duas cepas, como
visto nos dados de proliferacio e citotoxicidade celular, sendo eficiente em impedir sua
proliferacdo em meio de cultura. E que os mesmos sdo tempo e dose dependente, ou seja, quanto
maior o tempo e a concentragdo de exposi¢do do parasita a droga, maiores os impactos sobre a
proliferacdo das mesmas. Além disso, mesmo depois de retirarmos a droga do meio onde estavam
as células, elas ndo apresentavam mais nivel de proliferacdo normal.

O ibuprofeno também se mostrou capaz de aumentar a producdo de espécies
reativas de oxigénio. Como as células de 7. cruzi sdo altamente susceptiveis a estes radicais, o
aumento destes poderia ser o fator desencadeador de sua morte.

O aumento na produgdo de EROs pode ser confirmado pelos dados obtidos com
as medidas das atividades das enzimas G6PD e 6PGD, visto que em ambas as cepas esta
atividade se apresenta aumentada, sinalizando que a formagao destes radicais sdo suficientes para
ativar vias responsdveis pela eliminacdo dos mesmos destas células. Entretanto, os niveis dos
radicais gerados ndo € capaz de afetar estruturas protéicas, como podemos verificar com a andlise

de tidis totais nas células.

Diante desses resultados promissores contra o 7. cruzi, 0 mecanismo de inducao
da morte induzida pela droga deve ser investigado em maiores detalhes para talvez futuramente

vir a transformar-se em uma nova alternativa para o tratamento da doenga de Chagas.
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ANEXO I: COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

Meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose)

NaCl 4mg/ml; KCI 0,4mg/ml; Glicose 2mg/ml; KH,PO,4 8mg/ml; Tryptose Smg/ml; Hemina
0,02mg/ml; pH ajustado para 7,4.

Tampao Fosfato Salino (PBS)

NaCl 8mg/ml ; KCI 0,2mg/ml ; Na,HPO, 1,44mg/ml e KH,PO,4 0,2mg/ml em dgua ultra pura; pH
ajustado para 7.4.

Meio de Ensaio enzimético®

Tris-HCI (50mmol.L™") pH 7,6; KCI (50mmol.L™); 0,1% de Triton X-100 e MgCl, (2mmol.L™)
em 4gua ultra pura; pH ajustado para 7,4.

Meio de Respiracao

Sacarose 125mm01.L'1; KCl 65mmol.L"; Hepes 10mmol.L"; KH,PO4 2mmol.L'l; Mg2+

0,5mmol.L"! em dgua ultra pura; pH ajustado para 7,4.

? Meio usado nos experimentos de atividade das enzimas G6PD e 6PGD.



