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Resumo:

A doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e
atinge cerca de 7 milhbes de pessoas. O tratamento atual é realizado
apenas com dois farmacos, o benzonidazol e o nifurtimox, que apresentam
alta toxicidade e muitos efeitos colaterais. Os derivados de quinoxalina tem
sido muito utilizados no tratamento de diversas doencas, assim 0 objetivo
desse estudo foi analisar um derivado, o LSPN395, a fim de obter métodos
de tratamentos que sejam mais eficazes e menos toxicos para 0S USUArios.
Para isso, foram utilizados ensaios antiproliferativos, de citotoxicidade e para
a analise do possivel mecanismo de acdo. Os protozoarios tratados foram
submetidos a microscopia eletrénica de transmissdo e varredura, onde foi
possivel a visualizagcdo de alteracbes nas membranas e em organelas
importantes desses micro-organismos. Ja o0s resultados dos ensaios
permitiram o calculo do indice de seletividade do LSPN395, que apresentou
resultados satisfatorios frente as formas evolutivas do protozoario T. cruzi.

Introducao

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, tem como agente etioldgico o protozoario Trypanosoma cruzi
(NEVES et al., 2005). Estima-se que haja de 6 a 7 milhdes de pessoas
infectadas no mundo, com uma incidéncia anual de 28 mil casos nas
Américas, provocando em média, 12 mil mortes por ano (WHO, 2016). O
tratamento desta doenca é realizado com dois farmacos, o nifurtimox e o
benzonidazol (WHO, 2016).

Recentemente, foi divulgada a atividade de um derivado da
quinoxalina contra o protozoario T. cruzi, apresentando um sinergismo com
0 benzonidazol no combate as formas tripomastigotas e epimastigotas
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(RODRIGUES et al.,, 2014). A quinoxalina e seus derivados apresentam
inUmeras atividades biologicas, como: anti-inflamatoria, antitumoral,
antibacteriana, antifingica e antiviral.

Devido a alta toxicidade apresentada pelos medicamentos disponiveis
e pelo grande problema de saude publica que a doenca de Chagas
representa, torna-se necessario a procura por compostos que apresentem
menor toxicidade e melhor eficAcia no combate ao T. cruzi (VALDEZ et al.,
2012). Dessa forma, objetivou-se avaliar a atividade de um derivado de
quinoxalina, o LSPN395, frente as formas epimastigota, tripomastigota e
amastigota, assim como, investigar o seu possivel mecanismo de acao.

Materiais e métodos

Os ensaios foram realizados com a cepa Y do protozoario T. cruzi.
Para a avaliagao antiproliferativa, formas epimastigotas foram tratadas com
o0 composto LSPN395 em concentra¢cfes de 0,1 a 100 uM e incubadas a 28°
C por 96 h e a leitura foi feita através do método XTT/PMS. Para a
determinacdo da viabilidade em formas tripomastigotas (ICsp), as células
foram adicionadas em placas de 96 pogos e tratadas em concentracbes
crescentes do composto LSPN 395 e incubadas a 37° C por 24 h. Para a
avaliacdo antiproliferativa em amastigotas intracelulares, células LLCMK;
foram plaqueadas em laminulas redondas e apos 24 h foram infectadas e
incubadas novamente a 37° C por 24 h. Apés a infecgéo foi realizado o
tratamento por 96 h com o composto LSPN395 em concentracfes
crescentes. Para a contagem as laminulas foram fixadas em metanol,
coradas em Giemsa e por fim analisadas a quantidade de células infectadas
e quantidade de amastigotas por célula. Com o intuito de analisar a
citotoxicidade do composto, células LLCMK; foram adicionadas em placas
de 96 pocos e incubadas a 37° C por 24 h. Apés foi realizado o tratamento
com 0 composto em concentragdes crescente e incubadas sob as mesmas
condicdes por 96 h. O CCsy, foi determinado através do método de MTT.

Apés a determinacdo do ICsy para as trés formas do T. cruzi, foi
iniciado os experimentos de mecanismo de acao. Para isso, formas
epimastigotas foram tratadas com a concentracdo do ICso e processadas
para microscopia eletronica de varredura e transmissao e para ensaios
bioquimicos. Para a microscopia eletrbnica os protozoarios foram fixados em
tampdo cacodilato de sédio e glutaraldeido 2,5%. Para a microscopia
eletrbnica de transmissdo as amostras foram desidratadas em acetona e
incluidas em resina EPON. Apds foram realizados cortes ultrafinos e por fim
contrastadas e visualizadas em microscépio eletrdnico de transmisséo
(JEOL JM 1400). Para a microscopia eletrbnica de varredura, as amostras
foram desidratadas em alcool submetidas ao ponto critico, metalizadas e
observadas no microscopio de varredura (FEI QUANTA 250).

Para os ensaios bioquimicos as amostras foram tratadas e marcadas
com H2DCFDA para quantificar a espécies reativas de oxigénio (ERO’s)
total, DPPP para quantificar a peroxidacéo lipidica, iodeto de propideo para
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avaliar a integridade de membrana e vermelho do Nilo para avaliar a
presenca de corpos lipidicos.

Resultados e Discussao

Foram determinados a concentracdo inibitéria de 50% das formas
epimastigota e amastigota de T. cruzi. Para as formas tripomastigota foi
possivel determinar a concentracéo efetiva para 50% de protozoarios e para
células LLCMK; foi determinado a concentracdo citotoxica para 50% das
células. Com esses valores foi possivel calcular o indice de seletividade para
todas as formas do protozoario como segue na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade in vitro do derivado de quinoxalina LSPN395 frente ao
protozoario Trypanosoma cruzi.

Citotoxicidade  Epimastigota s Tripomastigota Amastigota
LLCMK/96h I Cso/96h ECsy/24h I C5y/96h
LSPN395 78,6%5,1 1,8+0,4 43,7 102+2,4 7,7 6,2+0,8 12,7

Os resultados foram expressos em uM, média + desvio padrédo. O indice de seletividade (IS) foi obtido através da
equagéo: 1S=CCsy/ICsq.

A microscopia eletrénica de varredura mostrou arredondamento, com
alteracdes no tamanho do flagelo e na membrana plasmética e bem como o
rompimento da mesma (Figura 1).

o
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Figura 1 — Microscopia eletrénica de varredura de epimastigota de Trypanosoma cruzi tratada
por 96 h. Controle (A e B); Células tratadas com o IC5, de LSPN395 (C e D); Células tratadas

com ICqode LSPN395 (E e F).

A microscopia eletronica de transmissdo evidenciou células com
acumulo de corpos lipidicos, presenca de vacuolos autofagicos, alteracdes
nucleares, do complexo de Golgi e das mitocondrias (Figura 2). Os ensaios
bioguimicos mostram que ocorreu alteracfes na integridade de membrana

Universidad FUNDACAO

SUEM:= : R CcnPg Kiickin
Maringd ‘Conseino Nacionai de Desenvalimento Apoio ao De hif

' Cientitico e Tecnolégico e Tecn rang



K UEM:

26° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica XXVIEAIC S T Y

6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

VIEAIE

(P1). Porém, ndo ocorreu alteracbes na producdo de espécies reativas de
oxigénio e peroxidacao lipidica. Dessa forma, as alteracdes observadas na
microscopia e ensaios bioquimicos ndo sao provocadas primariamente pela
ERO'’s.

Figura 2 — Microscopia Eletrénica de Transmissado de epimastigota de T. cruzi. Controle (A);
Tratado com ICsode LSPN395 (B e C). Vacuolo autofagico (asterisco); Corpos lipidicos (estrela);
Alteracdo nuclear (#); Alteracdo no complexo de Golgi (seta branca) e alteracdo mitocondrial

(seta preta).

Conclusbes

Com os resultados obtidos, podemos concluir que o composto
LSPN395 é eficaz contra as principais formas evolutivas do protozoario,
apresentando indice de seletividade promissor. A microscopia eletrénica e
0S ensaios bioquimicos evidenciou alteracfes, das quais, podemos sugerir
gue a droga esteja agindo em vias autofagicas ou apoptéticas.
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