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Resumo:

A doenca de Chagas é considerada uma doenca negligenciada e os
farmacos disponiveis causam danos nocivos ao organismo devido sua alta
toxicidade. Diante disso, em estudos recentes pelo nosso grupo de
pesquisa, as quinoxalinas tém se destacado como uma nova substancia
anti-Trypanosoma, sendo elas encapsuladas em nanoparticulas lipidicas
sélidas. Sendo assim, no presente estudo, foram desenvolvidas novas
nanoparticulas carregadas com o composto, as quais resultaram em uma
promissora atividade, sendo esta relacionada com alteragdo na
permeabilidade da membrana plasmatica acompanhada de alteracdo no
potencial de membrana mitocondrial e no metabolismo redox do parasito.

Introducao

A doenca de Chagas, transmitida pelo protozoario Trypanosoma cruzi € uma
enfermidade que afeta cerca de 6-7 milhdes de pessoas no mundo,
principalmente na América Latina. O tratamento disponivel é restrito apenas
dois farmacos, o benzonidazol e o nifurtmox. Porém, ambos apresentam
uma alta toxicidade que pode ser expressa em uma variedade de sérios
efeitos colaterais. Diante dessas limitacbes, novos estudos tém sido
realizados a fim de buscar um novo composto anti-Trypanosoma, e entre
eles, o grupo das quinoxalinas tém se destacado. Estudos recentes em
nosso laboratério demonstraram a atividade promissora da quinoxalina-4
sobre todas as formas parasitarias de T. cruzi em estudos in vitro.
Entretanto, foi verificado uma diminuicao da atividade em ensaios realizados
com tripomastigotas sanguineas. Atualmente, o0s estudos de
encapsulamento com nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) vem
destacando-se devido suas propriedades sucessoras: lipidios biocompativeis
e biodegradaveis, com baixa ou nenhuma toxicidade, podendo funcionar
como excelentes sistemas de liberacdo de farmacos. Com isso, tentando
reverter a problematica, estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa
demonstraram sucesso na encapsulacdo da quinoxalina em NLS e em
conjunto uma atividade promissora sobre formas tripomastigotas
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sanguineas. Portanto, devido ao éxito dos resultados obtidos, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o mecanismo de acdo de nanoparticulas
lipidicas contendo composto sintético quinoxalina-4 em formas epimastigotas
de T. cruzi.

Materiais e métodos

Parasitos. Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram
cultivadas em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
mantidas a 28°C.

Tratamento. Formas epimastigotas (1x10° parasitos/mL) foram tratadas com
a concentracao de quinoxalina-4 1,46 e 3 uM da formulacdo E, e 4,39 e 9
uM da formulacéo F.

Analise morfologica. Apés o tratamento por 96 h, os parasitos foram lavados
com PBS, fixados em glutaraldeido (2,5%) em tampé&o cacodilato (0,1 M),
aderidos em poli-L-lisina, lavados em tampao cacodilato (0,1 M),
desidratados em etanol (concentracdes crescentes), submetidos ao ponto
critico (substituicdo do etanol com CO2) e metalizados com ouro. As
imagens foram capturadas em microscopio eletrbnico de varredura
Shimadzu SS-550.

Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Apds tratamento por
24 h, os parasitos foram lavados com PBS, incubados com H2DCFDA (10
MM) por 45 min, por 45 min, adicionados em placa preta de 96 pocos e
realizado leitura da fluorescéncia em leitor de microplacas (Victor X3;
PerkinElmer). H,O, (100 uM) foi usado como controle positivo.

Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial. ApGs tratamento por 24 h,
0os parasitos foram lavados com tampéo salina (0,9%), marcados com
rodamina 123 por 30 min, lavados com tampéao salina e incubados por 15
min. Em seguida, as amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo
FACSCalibur e software CellQuest no total de 10.000 eventos. CCCP (100
uM) foi usado como controle positivo.

Andlise do volume celular. Apos tratamento por 24 h, os parasitos foram
lavados com PBS e realizado analise em citdmetro de fluxo FACSCalibur e
software CellQuest no total de 10.000 eventos. Actinomicina D (1 mM) foi
usado como controle positivo.

Andlise da integridade da membrana plasmatica. Apos tratamento por 24 h,
os parasitos foram lavados com PBS, marcados com iodeto de propidio (0,2
ug/mL) por 5 min e em seguida analisadas em citobmetro de fluxo
FACSCalibur e software CellQuest no total de 10.000 eventos. Digitonina (40
uM) foi usado como controle positivo.

Resultados e Discusséo
Através da microscopia eletrbnica de varredura, foi possivel verificar
consideraveis alteracbes morfoloégicas dos parasitos tratados em
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comparacao ao controle (Figura 01 A-B). A formulacdo E causou alteracéo
principalmente no tamanho dos flagelos e arredondamento do corpo dos
parasitos (Figura 01 C-E). Nas formas epimastigotas tratadas com a
formulagdo F, foi possivel observar principalmente alteracdes no corpo
celular, sendo predominantemente verificado um arredondamento do corpo
celular (Figura 01 D-F). Por meio da marcacdo com H,DCFDA, verificamos
um aumento significativo dos niveis de ERO dos parasitos tratados com
ambas as formulagbes em comparagcdo com o controle ndo tratado (Figura
02). Em metodologias analisadas por citometria de fluxo, constatamos que o
composto provocou diminuicdo do potencial da membrana mitocondrial,
reducdo do volume celular (Figura 03) e alteracdo na integridade da
membrana plasmética (Figura 04). Ambos os resultados foram dose-
dependente. Esses resultados sugerem que o0 composto sintético
quinoxalina-4 provoca alteracdes que culmina em morte celular por necrose
devido a presenca de alteragcdes na membrana plasmatica, acompanhado
por alteracdo no metabolismo redox via mitocondria no parasito.
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Figura 02. Avaliagdo dos niveis de espécies reativas
oxigénio em formas epimastigotas de

Figura 01. Analise morfoldgica por microscopia
eletronica de varredura em formas epimastigotas de de

Trypanosoma cruzi (A-B) parasitos ndo tratados, (C-E)
tratados com 1,46 e 3 uM de quinoxalina-4 na
formulagdo E, respectivamente e (D-F) tratados com
439 e 9 uM de quinoxalina-4 na formulagdo F,
respectivamente.
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Trypanosoma cruzi (A) parasitos tratados com a
formulacdo E e (B) parasitos tratados com a
formulagdo F. Dados sdo expressos através da média
+ desvio padrdo de trés experimentos
independentes.
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Figura 03. Avaliacdo do potencial da membrana
mitocondrial e analise do volume celular em formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Potencial da
membrana mitocondrial: (A) controle negativo e
positivo, (B) formulagdo E e (C) formulagdo F.
Volume celular: (D) controle negativo e positivo, (E)
formulacédo E e (F) formulagéo F.

Figura 04. Avaliacdo da integridade da membrana
plasmatica em formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi. (A) controle negativo, (B) controle positivo, (C-
E) formulagdo E: 1,46 e 3 uM de quinoxalina-4,
respectivamente e (D-F) formulagdo F: 4,39 e 9 uM de
quinoxalina-4, respectivamente.

Conclusbes

Podemos concluir que o composto quinoxalina-4 possui atividade em formas
epimastigotas de T. cruzi mesmo apresentando-se carregado em particulas
lipidicas solidas, sendo essa atividade relacionada com alteracdo na
permeabilidade da membrana plasmatica, uma caracteristica de morte
celular por necrose, acompanhada de alteracdo no metabolismo redox do
parasito. Novos estudos in vitro devem ser realizados a fim de determinar de
forma mais precisa 0 mecanismo de acdo do composto frente as formas
parasitarias de T. cruzi, bem como estudos in vivo na busca de um novo
farmaco para o tratamento de pacientes com doenca de Chagas.
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