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Resumo:

A doenca de Chagas é uma doenca que afeta a vida de milhdes de pessoas
no mundo e tem por agente etiolégico o protozoario Trypanosoma cruzi. O
tratamento atualmente disponivel se mostra ineficiente na fase crénica da doenca e
apresenta diversos efeitos colaterais. Portanto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a capacidade anti-Trypanosoma da substancia 3,5-dinitro-N'-(4-
nitrobenzilideno) benzo-hidrazida frente a formas epimastigotas de T. cruzi. Os
experimentos antiproliferativos em epimastigotas demonstraram atividade contra o
protozodrio apresentando uma concentragdo inibitéria de 50% dos parasitos (CI50)
de 58,3 pM, enquanto a citotoxicidade se mostrou baixa com a concentracéo
citotoxica para 50% das células (CCsp) foi de 656,5 uM resultando em um indice de
seletividade de 11,2. Na tentativa de elucidar os mecanismos de acao, péde-se notar
uma diminuigéo significativa da integridade de membrana e do volume celular, ao
passo que € evidenciado uma maior producao de 6xido nitrico se comparados com
0s parasitos controle. Isso pode indicar o promissor uso de benzoil-hidrazonas no
combate da doenca de Chagas.

Introducéo

A doenca de Chagas, uma das doencas tropicais negligenciadas, ocorre de
forma endémica em diversos paises, afetando milhdes de pessoas ao redor do
mundo e causando milhares de mortes todos os anos. O agente etioldgico dessa
patologia é o protozodario Trypanosoma cruzi, que apresenta um ciclo de vida
complexo, com as formas evolutivas epimastigota, tripomastigota e amastigota.
Atualmente, o tratamento para a doenca de Chagas apresenta diversas limitacdes,
como o alto custo associado a producdo do medicamento (benznidazol e nifurtimox),
alta citotoxicidade, e ineficacia na fase crbnica da doenca, momento em que a
maioria das pessoas descobrem que possuem a enfermidade (WHO, 2021).

Tendo em vista que o tratamento atual € ineficiente e apresenta diversos problemas,
se faz necessario a busca por alternativas terapéuticas para a doenca de Chagas.
Diante desse cenario moléculas contendo o nudcleo benzoil-hidrazonas tém se
mostrado promissoras, ja sendo relatada a atividade dessas substancias contra
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micobactérias (SAMPIRON et al, 2019). Portanto, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a  atividade  antiproliferativa da  substancia  3,5-dinitro-N'-(4-

nitrobenzilideno)benzo-hidrazida (DI5) contra epimastigotas de T. cruzi e o0s
possiveis mecanismos de acao.

Materiais e métodos

A atividade antiproliferativa foi realizada utilizando epimastigotas de
Trypanosoma cruzi (Y), na concentracdo de 1 x 10° parasitos.mL™, suplementados
com 10% de soro bovino fetal em meio LIT, tratadas com concentracfes crescentes
de DI5 e benznidazol (BNZ). ApG6s 96 h de tratamento, foi adicionado o reagente
XTT e apoés 4 h de incubacéo, foi feita a leitura em leitor de microplacas (450 nm). A
concentragdo inibitoria para 50% dos parasitos (Clsp) foi calculada utilizando o
controle (ndo tratado) como crescimento absoluto dos protozoarios.

A citotoxicidade da substancia foi avaliada utilizando a linhagem celular LLC-MKs.
(2,5 x 10° células.mL™), as células foram semeadas em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 h a 37 °C. Em seguida, as células foram tratadas com
concentragdes crescentes de DI5, apds 96 h de incubacgéo a 37 °C foi adicionado o
reagente MTT, incubadas por 4 h, entéo, feita a leitura em leitor de microplacas (570
nm) e a concentragdo citotoxica para 50% das células (CCsp) foi calculada utilizando
regressao nao linear.

A determinacdo de integridade de membrana foi realizada utilizando epimastigotas
de T. cruzi (Y) na concentracdo de 1 x 10° parasitos.mL™, tratados com a Cls e 2 x
Clso de DI5 (58 uM e 116 uM, respectivamente) por 24 h. Em seguida, 0os parasitos
foram centrifugados, lavados com PBS e entdo marcados com iodeto de propideo
(IP) (2 ug.mL™) em PBS. Foram adquiridos 30.000 eventos em citémetro de fluxo BD
FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) e analisados com o software
CellQuest. Digitonina (40 uM) foi utilizada como controle positivo.

Para determinar o volume celular foi utilizado epimastigotas tratadas com DI5 (Clso,
2 x Clsg), 24 h pos-tratamento as células foram centrifugadas, lavadas e
ressuspensas em PBS. Foram adquiridos 30.000 eventos em citdmetro de fluxo BD
FACSCalibur e analisados com o software CellQuest. Actinomicina D (20 mM) foi
utilizada como controle positivo.

As espécies reativas de oxigénio (ERO) totais foram avaliadas utilizando
epimastigotas tratadas com DI5 (Clsg, 2 x Clsg). ApOs 24 h de tratamento as células
foram centrifugadas, lavadas com PBS, e entdo incubadas com H,DCFDA (10
ng.mL ™) por 1 h a 25 °C. Peréxido de hidrogénio (H.O,) (50 uM) foi utilizado como
controle positivo. Em seguida, foram adquiridos 30.000 eventos em citbmetro de
fluxo BD FACSCalibur e analisados com o software CellQuest.

A producéo de oxido nitrico foi avaliada utilizando epimastigotas tratadas com DI5
(Clso, 2 x Clsp). ApOs 24 h de tratamento as celulas foram centrifugadas, lavadas
com PBS, e marcadas com DAF-FM (1 puM) por 30 min a 37 °C. Em seguida as
células foram lavadas com PBS e incubadas por mais 15 min. Perdxido de
hidrogénio (50 uM) foi utilizado como controle positivo. A aquisicdo de dado e
analises foram realizadas em citbmetro de fluxo BD FACSCalibur com software
CellQuest, sendo obtidos 30.000 eventos.

O acumulo de corpos lipidicos em epimastigotas foi avaliado apds o tratamento com
DI5 (Clsp, 2 x Clsp) por 24 h. ApOs o tratamento as células foram centrifugadas,
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lavadas com PBS, e marcadas com vermelho do Nilo (10 pg.mL™) por 30 min. H,O,
(250 uM) foi utilizado como controle positivo. Foram adquiridos e analisados 30.000
eventos em citdmetro de fluxo BD FACSCalibur.
Os dados de todos os experimentos foram expressos como média e desvio padréo
de pelo menos trés experimentos independentes. Os dados foram analisados por
meio da analise de variancia one- ou two-way (ANOVA), com diferencas
significativas identificadas pelos testes post hoc de Tukey. Analises realizadas com
software GraphPad Prism 8.0.1.
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Resultados e Discussao

O efeito antiproliferativo e a citotoxicidade do DI5 puderam ser evidenciados e
€ possivel observar que a concentracdo inibitoria de 50% dos parasitos (Clsp) foi de
58,3 £ 10,1 uM, sendo considerada uma atividade moderada. Por outro lado, a
concentracdo citotoxica para 50% das células (CCsp) foi de 656,5 + 44,9 uM,
mostrando ser pouco toxica para as células. Estes valores nos mostram um indice
de seletividade de 11,2 (Tabela 1), ou seja, a substédncia € onze vezes mais
especifica para as epimastigotas de Trypanosoma cruzi do que para as células

LLC-MKo.

Tabela 1. Atividade antiproliferativa in vitro do DI5 e benznidazol frente a
epimastigotas de T. cruzi e citotoxicidade.

A Epimastigotas LLC-MK;
Substancias Clso + DP (LIM) CCso + DP (M) IS
DI5 58,3+10,1 656,5 +44,9 11,2
BNZ 21,121 30,8+34 1,4

Clso: concentragdo inibitério para 50% dos parasitos. CCso: concentragdo citotoxica para 50% das células. IS: indice de
seletividade (CCso/Clsg).

Com base nos bons resultados obtidos na atividade antiproliferativa da substancia
DI5, os possiveis mecanismos de acao dessa substancia foram avaliados. Os dados
obtidos nos experimentos de integridade de membrana nos permitem assumir que a
maior concentracao testada foi capaz de diminuir significativamente a integridade da
membrana celular, levando a um aumento de aproximadamente 10 vezes em
relacéo ao controle (Figura 1 — A).

Também foi possivel observar um aumento de aproximadamente 39 vezes na
producdo de oOxidos nitricos nas células tratadas com Clsp, enquanto as células
tratadas com 2 x Clsg apresentaram um perfil ainda maior chegando a aumentar em
64 vezes a producéo (Figura 1 — D).

E possivel observar que nenhum dos tratamentos com DI5 foram capazes de alterar
significativamente o0s niveis de espécies reativas de oxigénio, nem de acumulos
lipidicos (Figura — B e C). Estes resultados sugerem que, provavelmente, um
desbalanco oxidativo causado por ERO seja o agente desencadeador da morte
celular destes parasitos.

Os efeitos observados nas epimastigotas tratadas com DI5 sdo condizentes com 0s
principais mecanismos de morte de protozoarios como eventos tipo apoptoticos e/ou
autofagicos, porém estudos complementares sdo necessarios para um entendimento
mais aprofundado de real mecanismo.
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Figura 1 — Avaliag&o do tratamento de epimastigotas de T. cruzi com DI5 por 24 h. A) Integridade de
membrana celular. B) Volume celular. C) Producéo de espécies reativas de oxigénio. D) Producéo de
oxido nitrico. E) Acumulos de corpos lipidicos. Diferengas significativas foram expressas como:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0005 e ****p<0,0001, quando comparados com o controle (CN).

Conclusoes

Com este trabalho pudemos concluir que a substancia DI5 apresenta uma boa
atividade contra Trypanosoma cruzi, e atua elevando os niveis de 6xido nitrico e
desestabilizando a membrana celular no parasito ao mesmo tempo que diminui o
volume celular. No entanto experimentos adicionais se fazem necessérios para
determinar o real mecanismo de acdo da substancia sobre as formas epimastigotas.
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