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Objetivos

Avaliar a atividade de uma série de
compostos derivados de nimesulida em
diferentes cepas de Plasmodium falciparum,
como a cepa selvagem 3D7 e a cepa resistente
ao antimalarico cloroquina, Dd2, bem como
avaliar a citotoxicidade dos compostos em
células HEK293T.

Métodos e Procedimentos

Para avaliar a atividade de compostos
derivados de nimesulida, homeados composto
1, 2, 3 e 4, em parasitas Plasmodium
falciparum das cepas selvagem 3D7 e
resistentes ao antimalarico cloroquina, Dd2,
heméacias infectadas com parasitas
assincrénicos, com parasitemia inicial de 0,3%
e hematécrito 1%, foram incubadas com
diferentes concentracdes dos compostos,
obtidas por diluicdo seriada com maior
concentracdo de 100 uM, por 72h em placas de
96 pocos. A cloroquina preparada por diluicdo
seriada com concentracdo inicial de 250 nM, foi
utilizada como controle positivo, e DMSO (v/v),
como controle negativo. A parasitemia final foi
obtida por citometria de fluxo, usando o BD C6
Accuri, com dupla marcagéo para avaliagdo da
atividade mitocondrial (MitoTracker Deep Red)
e acidos nucléicos (SyBR Green I).

A citotoxicidade dos compostos em
células HEK293T foi avaliada por ensaio MTT,
mantendo a incubag&o dos compostos por 72h,
nas mesmas concentragfes utilizadas para os
parasitas. Digitonina, na concentracdo maxima
100 uM foi utilizada como controle positivo. Ao
final da incubacao, a viabilidade das células foi
determinada por absorbancia a 570 nm,
utilizando o leitor de placas FlexStation 3.

Resultados

Dois dos quatro compostos testados
apresentaram atividade em parasitas
selvagens, P. falciparum 3D7 (Figura 1) com
ICso de 25,90 + 8,339 uM, para o composto 2, e
35,08 + 7,846 pM, para o composto 4.
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Figura 1: Curvas de dose-resposta dos
derivados de nimesulida em parasitas 3D7.
(A)Estrutura da nimesulida presente nos compostos,
sendo R; os diferentes substituintes que estédo
presentes nos compostos feita no programa

IC50 = 35,08 + 7,846 uM
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ChemsSketch. Parasitas 3D7 assincronicos foram
incubados com os diferentes derivados da
nimesulida, composto 1 (B), composto 2 (C),
composto 3 (D) e composto 4 (E) com
concentragfes variando de 100 pM a 0,01 uM, ou
ainda com a cloroquina (F) com concentragfes
variando de 250 nM- 0,25 nM. Os gréaficos séo
representativos de pelo menos trés experimentos
independentes em triplicata e os valores de ICs
representam Média + Desvio Padrao.

Apbs a determinacédo do ICsy na cepa
selvagem de parasita, 0os compostos que
apresentaram valores de ICsy foram usados
para teste em cepa Dd2, que sé&o resistentes a
cloroquina. Dados preliminares apresentados
na Figura 2 mostram as curvas de dose-
resposta e os valores de ICsq encontrados.
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Figura 2: Curva de dose-resposta de derivados
de nimesulida em parasitas Dd2. Parasitas da
linhagem Dd2 foram incubados com derivados de
nimesulida - composto 2 (A) e composto 4 (B) - em
concentragfes variando de 100 pM a 0,01 pM. Como
controle, utilizou-se cloroquina (C), testada com
concentragdes entre 250 nM a 0,25 nM. Os gréficos
apresentados sdo  representativos de um
experimento em triplicata e os valores de I1Csg estdo
expressos como Média + Desvio Padréo.

A citotoxicidade dos compostos que
exibiram atividade frente aos parasitas foi
avaliada em células HEK293T por ensaio de
MTT. Os resultados preliminares indicam
auséncia de efeito citotoxico nas concentracdes

testadas (Figura 3).
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Figura 3: Curvas de dose-resposta dos
compostos em células HEK293T. Células
HEK293T foram incubadas por 72h com diferentes
concentragfes (100uM- 0,1uM) do composto 2 (A)
ou composto 4 (B), ou ainda com o controle positivo,
digitonina (C). Os gréficos sdo representativos de um
experimento.

Conclusdes

Os experimentos realizados permitem
concluir que, entre o0s quatro compostos
avaliados, dois (compostos 2 e 4)
demonstraram  atividade inibitéria  contra
parasitas Plasmodium falciparum de cepa
selvagem, além de serem promissores frente a
cepas resistentes (dados preliminares) - um
achado relevante diante do aumento continuo
da resisténcia aos antimalaricos convencionais

[1].

Adicionalmente, verificou-se que
ambos os compostos ativos ndo apresentaram
citotoxicidade em células HEK293T nas
concentracbes testadas, o que reforca seu
potencial como candidatos promissores para
investigacdes futuras.

O autor declara ndo haver conflito de
interesses.
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