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Resumo:

A doenca de Chagas €é uma doenca predominantemente tropical e
negligenciada, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, que afeta a vida
de milhares de pessoas, e apesar de ter tratamento, este, em muitos casos, se
mostra ineficaz contra a fase cronica da doenca e apresenta muito efeitos
colaterais. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade do ICM-20
(uma combinacéo de acido ascorbico e menadiona) com o farmaco nifurtimox
frente as formas epimastigotas de T. cruzi. Para isso foram realizados testes
com o0s compostos isolados, que apresentaram atividade contra as formas
epimastigotas, e citotoxicidade mediana em células de linhagem celular LLC-
MK>. O farmaco padrdo para o tratamento da doenca foi utilizado como controle
para os experimentos. Em seguida, foram realizados os testes de efeito
combinatério destas substancias, que apresentaram resultados favoraveis e
sinérgicos na morte dos parasitos. Evidenciando assim, que a associa¢do do
ICM-20 com o nifurtimox é uma abordagem promissora no tratamento da
doenca de Chagas.

Introducéo

A doenca de Chagas € uma doenca negligenciada de predominancia
latina e endémica em mais de 21 paises, causa milhares de mortes por ano e
afeta a vida de milhdes de pessoas. O agente etioldgico dessa doenca € o
Trypanosoma cruzi, um protozoario parasito que possui ciclo de vida complexo,
sendo as suas principais formas evolutivas a epimastigota, tripomastigota e
amastigota. Apesar de possuir tratamento, esse se mostra ineficaz em estagios
avancados da doenca (fase cronica) e apresenta alta toxicidade, que esta
associado com muitos efeitos colaterais (WHO, 2018).
Portanto se faz necessaria a busca por novos compostos que possam
combater a doenca com maior eficAcia e menor citotoxicidade. A busca por
combinacdes de substancias para o tratamento de doencas tem aumentado
muito, por conta da eficiéncia que o sinergismo traz no combate as doencas,
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esse efeito sinérgico normalmente ocorre quando duas ou mais substancias
afetam diferentes atividades importantes da células alvo, fazendo com que ela
seja incapaz de sobreviver ao tratamento. Na literatura ha relatos de atividade
antiprotozoario do complexo de acido ascoérbico e menadiona (DESOTI, 2015).
Portanto, o objetivo desse trabalho foi analisar a atividade do complexo
composto por acido ascoérbico e menadiona (ICM-20) em associacdo com 0
medicamento nifurtimox frente as formas epimastigotas de T. cruzi.

Materiais e métodos

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa, formas epimastigotas de T.
cruzi (1x10° parasitos mL™') na fase de crescimento exponencial foram
ressuspendidas em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e tratados com concentracdes crescentes de acido ascérbico (AA),
menadiona (MN), nifurtimox (NFX) e benznidazol. Apos 96 h de tratamento, a
porcentagem de inibicdo foi calculada com base no controle (n&o tratado) por
contagem dos parasitos em hemocitdbmetro. Os valores foram plotados e as
concentragdes inibitérias para 50% dos parasitos (Clsp) foram calculadas por
regressao nao linear.

Para avaliar a citotoxicidade das substancias testadas, células LLC-MK; (2,5 x
10° células mL™) foram semeadas com meio DMEM suplementado com SFB a
10% e incubadas por 24 h a 37 °C sob uma atmosfera de 5% de CO,. As
células foram entéo tratadas com concentracdes crescentes dos compostos e
incubadas durante 96 h a 37 °C com 5% de CO,. A viabilidade celular foi
avaliada por MTT (MOSSMANN, 1983). A concentragcdo citotoxica para 50%
das células (CCs) foi determinada por regressdo nao linear dos dados.

Em seguida, o efeito combinatério do ICM-20 (acido ascérbico + menadiona)
com o farmaco NFX foi avaliado. Epimastigotas (1x10° mL™) foram incubados
com concentracfes crescentes das substancias sozinhas ou em combinacéao.
O delineamento experimental consistiu em combinagbes de pelo menos seis
concentragcOes de cada composto dispostas em checkerboard. A porcentagem
de inibic&o foi calculada com base no controle (ndo tratado) pela contagem dos
parasitos em hemocitdmetro. Os valores do indice de concentracao inibitoria
fracionada (FICI) e o indice de reducdo de dose (DRI) foram calculados. Além
disso, os dados também foram expressos graficamente como um
isobolograma, plotando as concentragcdes das substancias, que sozinhas ou
em combinacao, diminuiram 50% do crescimento dos parasitos.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos mostraram que as a menadiona e o nifurtimox sozinhas
ja apresentaram boa atividade contra epimastigotas, e que os indices de
seletividade (razdo entre os CCsg e 0s Clsp) foram altos, como pode ser visto na
Tabela 1.
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Tabela 1. Atividade antiproliferativa in vitro do acido ascérbico, menadiona,
nifurtimox e benznidazol frente a epimastigotas de T. cruzi e citotoxicidade.

Substancias %ﬁ;?f%t:g?ha&) CCEEOLJ_rCI_DNILK(fJM) IS
Acido Ascérbico 2531,5 +400,4 3591,2 +425,1 1,4
Menadiona 26+0,1 37,4+£28 14,4
Nifurtimox 26+0,3 19,8+3,1 7,6
Benznidazol 6,4+04 30,8 +3,4 4,8

Clso: concentracao inibitério para 50% dos parasitos. CCsy: concentragao citotoxica para 50% das células. IS: indice de
seletividade (CCso/Clsp).

Em seguida, foi realizado o efeito combinatorio, os resultados para o ICM-20
foram expressos em termos das concentracdes de AA visto que a proporcao de
AA e MN no complexo esta sobre registro de patente. Epimastigotas tratadas
por 96 h com ICM-20 apresentaram um Clso de 942,42 £ 6,76 puM, e quando em
combinacdo com NFX o Clso foi reduzido para 609,70 £ 58,99 uM. O NFX
sozinho, por outro lado, teve um Clsg = 2,35 £ 0,12 pM e, quando tratado em
conjunto com ICM-20, este valor foi reduzido para 0,68 + 0,07 uM. Foi
observada uma reducgédo da dose de 5 vezes (DRI= 5,04 + 0,54), juntamente
com um FICI de 0,95 % 0,05. Valores de FICI <1, = 1 ou> 1, representam
efeitos sinérgicos, aditivos ou antagbnicos, respectivamente (CHOU, 1983), e
valores de DRI> 1, indicam uma reducdo de dose favoravel, enquanto DRI <1
indica uma reducdo de dose desfavoravel (GAIO, 2018).Assim, a combinagao
ICM-20 + NFX em epimastigotas de T. cruzi foi considerada sinérgica. O
sinergismo da combinacdo também foi observado no isobolograma, onde todos
0S pontos que atingiram 50% de inibicdo celular estdo abaixo da linha de
tendéncia do gréfico (Figura 1).
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Figura 1 — Efeitos sinérgicos da combinagdo de ICM-20 e nifurtimox contra epimastigotas de T.
cruzi.
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Conclusodes

Foi verificado que o uso da menadiona, acido ascorbico e nifurtimox, tem
acao contra o protozoario, e a associacado entre eles produz um efeito do tipo
sinérgico, evidenciando assim essa combinacdo como uma promissora
alternativa terapéutica para o tratamento da doenca de Chagas. No entanto, é
necessario fazer estudos dessa combinagcdo em outras formas evolutivas do T.
cruzi (amastigotas e tripomastigotas) e avaliar os mecanismos de acao que
levam a inibi¢cdo do crescimento do protozoario.
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