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Resumo:

A doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e afeta milhdes
de pessoas pelo mundo. Apesar disso, o tratamento utilizado causa diversos efeitos
colaterais aos pacientes, tornando necessaria a busca por novos compostos para o
tratamento da doenca. Desta forma, o presente estudo buscou avaliar a atividade da
dibenzilidenoacetona A11K3 contra T. cruzi. A atividade do composto foi
comprovada contra epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas do protozoario, e
foi verificado que A11K3 néo exibiu toxicidade frente células LLC-MK2. Constatou-
se que epimastigotas tratadas com A11K3 apresentaram alteracdes morfologicas e
ultraestruturais. Testes bioquimicos revelaram que A11K3 induz o aumento de
espécies reativas de oxigénio, de niveis de tidis reduzidos e vacuolos autofagicos, e
também causa ruptura de membrana celular em epimastigotas. Ja em amastigotas,
0 composto promove diminuicdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio e
acumulo de corpos lipidicos. Sendo assim, A11K3 possui atividade contra T. cruzi, e
promove altera¢des no protozoario que levam a morte celular.

Introducao

A doenca de Chagas € uma doenca negligenciada causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Possui alta taxa de incidéncia, afetando milhdes de pessoas; é
endémica na América Latina, mas vem se espalhando por outras regides néao
endémicas por meio da migragdo (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Os
medicamentos utilizados no tratamento da doenca séo o Nifurtimox e o Benznidazol,
0s quais podem promover efeitos colaterais aos pacientes (COURA; DE CASTRO,
2002), tornando a busca por novos farmacos contra a doenca de Chagas
necessaria, visando um tratamento com diminuicdo dos efeitos colaterais e maior
eficacia na fase cronica dessa doenca.

Dibenzilidenoacetonas (DBAs) sdo uma classe de compostos que possuem uma
dienona aciclica ligada a grupos arila nas duas posi¢oes beta, sendo que estudos
realizados com estes compostos ja demonstraram atividade anti-T. cruzi (LAZARIN-
BIDOIA et al., 2015). Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a atividade e
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mecanismo de acdo da DBA Al11K3 frente a epimastigotas e amastigotas
intracelulares de T. cruzi.

Materiais e métodos

Os experimentos foram feitos com a cepa Y de T. cruzi, e o tratamento realizado
com concentracdes crescentes de Al11K3. Para determinacdo da atividade
antiproliferativa em epimastigotas, células foram tratadas por 96 h, e a leitura
realizada pelo método XTT/PMS, determinando a concentracdo inibitéria de
50% dos parasitos (ICsp). Para avaliar a viabilidade de tripomastigotas, células foram
tratadas por 24 h e contadas em microscopio Optico, determinando a concentracao
efetiva em 50% (ECsp). Para avaliacdo da atividade antiproliferativa em amastigotas
intracelulares, células LLC-MK2 foram infectadas com tripomastigotas e tratadas por 96
h, fixadas e coradas com Giemsa, analisadas em microscépio 6ptico e calculou-se o
valor de ICs. A citotoxicidade de A11K3 foi avaliada em células LLC-MK2 tratadas por
96 h; a leitura foi realizada pelo método de MTT, e a concentracao citotoxica em 50%
(CCsp) foi estabelecida.

Para microscopia eletronica de varredura (MEV), epimastigotas foram tratadas com
ICs0 € 2xICsp de A11K3 por 24 h e 96 h e fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5%
e tampao cacodilato de sédio 0,1 M. Depois, as células foram desidratadas em
etanol, submetidas ao ponto critico, metalizadas e visualizadas em microscopio
eletrébnico de varredura. Para microscopia eletronica de transmissdo (MET),
epimastigotas foram tratadas e fixadas conforme descrito para MEV, e pds-fixadas,
desidratadas em acetona e incluidas em resina EPON. Cortes ultrafinos foram
obtidos, contrastados, e visualizados em microscopio eletronico de transmissao.
Para os ensaios bioquimicos, epimastigotas tratadas por 24 h foram incubadas com
monodansilcadaverina (MDC), H,DCFDA, iodeto de propidio e DTNB para avaliacao
de vacuolos autofagicos, espécies reativas de oxigénio (EROSs), integridade de
membrana celular e niveis de tidis reduzidos, respectivamente. Amastigotas foram
tratadas por 24 h e incubadas com H;DCFDA para deteccdo de EROs e com
vermelho do Nilo para deteccdo de corpos lipidicos. Os ensaios foram analisados
por fluorimetria, citometria de fluxo, espectrofotometria e/ou microscopia de
fluorescéncia.

Resultados e Discussao

Tabela 1 mostra a atividade de A11K3 frente a T. cruzi. Observa-se que o composto
possui atividade contra as trés formas do protozoario testadas e, pelos valores do
indice de seletividade, nota-se que o composto € mais seletivo contra 0 protozoario
do que contra células de mamiferos.

Tabela 1. Atividade in vitro da DBA A11K3 frente ao protozoario T. cruzi.
Citotoxicidade

Epimastigota Tripomastigota Amastigota

LLC-MK2/96h IS IS IS
CCs0/96 h IC50/96 h ECs0/24 h ICs0/96 h
A11K3 239,35 + 15,74 3,3+0,8 72,57 24,0 £4,3 9,97 923+0,8 25,93

Os resultados foram expressos em pM, média + desvio padrdo. O indice de seletividade (IS) foi obtido pela equagéo:
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A andlise por MEV revelou diminuicdo do volume celular, encurtamento flagelar e
extravasamento de contetdo celular (Figura 1). JA por MET, foram detectadas
principalmente alteracbes de membrana celular, acumulo de corpos lipidicos,
reservossomos e vacuolos autofagicos (Figura 2).

Figura 1. Alteracdes morfoldgicas em epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas com A11K3 em
concentracdes correspondentes ao ICg, e 2xICsy. Epimastigotas néo tratadas (A, D). Epimastigotas
tratadas com 3,3 e 6,6 UM por 24 h (B, C) e 96 h (E, F). Barras: 5 um (A, D-F), 10 um (B), 3 um (C).

Figura 2. Alteracdes ultraestruturais em epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas com A11K3
em concentracdes correspondentes ao ICsg e 2xICso. Epimastigotas ndo tratadas com estruturas
celulares tipicas (K: Cinetoplasto; F: Flagelo; N: Nucleo; CG: Complexo de Golgi; R: Reservossomos)
(A, D). Epimastigotas tratadas com 3,3 e 6,6 UM por 24 h (B, C) e 96 h (E, F), mostrando acimulo de
corpos lipidicos (cabecas de seta), vacuolos autofagicos (*), acumulo de vesiculas do complexo de
Golgi (setas brancas), membranas concéntricas (setas pretas), alteracdo nuclear (n) e aumento de
reservossomos (estrelas). Barras: 5 um (A-C), 1 um (D- F).

Por fluorimetria, verificou-se que o tratamento com Al1lK3 levou a um aumento
significativo de EROs totais em epimastigotas em comparagdo com 0 grupo controle,
e uma diminuicdo nos niveis de EROs em amastigotas tratadas; quantidades
normais de EROs s&do necessarias para uma funcédo celular normal, mas niveis
alterados podem desregular a homeostase redox, e concentracbes excessivas
levam ao estresse oxidativo. Observou-se também aumento nos niveis de tidis
reduzidos, provavelmente na tentativa do sistema antioxidante combater o estresse
oxidativo induzido por A11K3.

Em resposta ao estresse oxidativo, verificou-se o aumento de vacuolos autofagicos
em epimastigotas tratadas, efeito prevenido pelo pré-tratamento com wortmanina,
inibidor da PI3-quinase (enzima envolvida na regulacdo da autofagia) (Figura 3).
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Figura 3. Vacuolos autofagicos em epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas com A11K3 por 24
h em concentracdes correspondentes ao ICsy e 2xICso utilizando marcacdo com MDC. (a)
epimastigotas nao tratadas, (a') epimastigotas ndo tratadas mais wortmanina, (b) controle positivo
(sem soro), (b") controle positivo (sem soro) mais wortmanina, (c, d) epimastigotas tratadas com 3,3 e
6,6 UM, respectivamente, (c', d) epimastigotas tratadas com 3,3 e 6,6 pM mais wortmanina,
respectivamente. Barras: 50 pm.

Por citometria de fluxo, confirmou-se a perda de integridade de membrana celular de
epimastigotas tratadas, que levou a ruptura da membrana, vista também por MEV.
Verificou-se ainda que amastigotas tratadas com A11K3 exibiram aumento de corpos
lipidicos.

Conclusodes

A DBA A11K3 possui atividade contra T. cruzi, desregulando a homeostase redox
de epimastigotas e amastigotas intracelulares, causando alteragcdes bioquimicas e
morfolégicas que promovem a morte celular.
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