OERELS2023

v 9: SEMANA ) , i
INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
4

ENSAIO HEMOLITICO DO COMPOSTO CLORAMINA T PARA AVALIACAO
CITOTOXICA FRENTE A ERITROCITOS

THOBIAS TONIOLO DE SOUZA?, RAFAELY PICCIONI ROSADO?, MATHEUS
PEREIRA DE ALBUQUERQUE?, ANALICE BARCELLOS BALHEGO? JANICE
LUEHRING GIONGO?, RODRIGO DE ALMEIDA VAUCHER?

1Laboratério de Pesquisa em Bioguimica e Biologia Molecular de Micro-organismos (LaPeBBioM)-
Universidade Federal de Pelotas — thobias.toniolo@gmail.com

’Laboratério de Pesquisa em Bioquimica e Biologia Molecular de Micro-organismos (LaPeBBioM)-
Universidade Federal de Pelotas — rafaelypiccioni@hotmail.com

’Laboratério de Pesquisa em Bioquimica e Biologia Molecular de Micro-organismos (LaPeBBioM)-
Universidade Federal de Pelotas — matheusalbuquerque813@gmail.com

2Laboratério de Pesquisa em Bioguimica e Biologia Molecular de Micro-organismos (LaPeBBioM)-
Universidade Federal de Pelotas — analiceisabel@hotmail.com

2Laboratério de Pesquisa em Bioguimica e Biologia Molecular de Micro-organismos (LaPeBBioM)-
Universidade Federal de Pelotas — janicegiongo@hotmail.com

SLaboratério de Pesquisa em Bioquimica e Biologia Molecular de Micro-organismos (LaPeBBioM)
Universidade Federal de Pelotas — rodvaucher@hotmail.com

1. INTRODUCAO

O ensaio hemolitico € um dos principais testes que séo utilizados em
laboratorios de pesquisa quando se trata da triagem (screening) de atividades de
novos farmacos e substancias. Sendo um teste laboratorial relativamente acessivel
qguando se trata de custos, avalia a capacidade de um agente de causar a
destruicdo de eritrécitos, determinando assim, a toxicidade frente a farmacos que
sdo idealizados para aplicacdo intravenosa (KALAIVANI, 2010; PAGANO AND
FAGGIO, 2015). Este ensaio, apesar de inUmeras variacdes, € centralizado em
expor eritrocitos ao composto a ser utilizado (ANSARI et al., 2015). Esse cenario
possibilita 0 uso desse teste para a determinacédo de concentracfes padrao para
novas formulas com compostos que ja sdo encontrados no mercado atual.

Dentre estes inUmeros compostos, a Cloramina T (figura 1), sal sintético que
apresenta grupamento clorina ativo conferindo alta capacidade de oxidag&o
(ARNITZ et. al., 2009), possui destaque pois apresenta conhecidamente atividade
antibacteriana (HASHMI et al, 2020). O composto vem sendo amplamente usado
como desinfetante e bactericida nas areas odontoloégicas (BUSSADORI et al., 2011,
NOGUEIRA et. al. 2021; RANGEL, 2018), alimenticias (KRISHNA, 2013),
veterinarias e agricolas (MARTINEZ, 2017). A cloramina T também é usada em
incubatorios devido ao seu potencial desinfetante conhecido (NAYAK et. al., 2021).
Trabalhos recentes mostram que a Cloramina T possui atividade contra a
erradicacao de biofilmes de Candida spp. (FERREIRA, 2017), Pseudomonas spp.
(KEKEC et. al., 2016) e Staphylococcus spp. (RAY, 2020).
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Figura 1: Estrutura quimica da Cloramina T

O uso da Cloramina T para diversas formulacdes, entretanto, € controverso.
Apesar de seu baixo indice citotoxico, € considerada prejudicial quando inalada,
ingerida ou quando entra em contato com mucosas, como mostra o estudo
conduzido por Shim e colaboradores (2013) além de constar essas informacdes na
ficha de informacédo do produto. No estudo citado anteriormente, observou-se que
a intensidade da toxicidade desse composto é dose-dependente, além de ter
acarretado danos no figado e no pulmédo de ratos que foram testados. Em um
trabalho conduzido por Kloth e colaboradores (2007), demonstrou-se que em doses
baixas, fibrioblastos cultivados in vitro ndo sofreram mudancas significativas na sua
formologia e viabilidade celular, porém, em doses altas, houve alteracdes
significativas quanto aos dois parametros citados.

Tendo em vista novas formulacdes contendo cloramina T como composto
ativo, o objetivo desse trabalho foi a realizacdo do ensaio hemolitico para a
determinacao das concentracdes padrdo do composto, bem como a determinacao
da sua curva de dose letal em relacdo a esse ensaio.

2. METODOLOGIA

A cloramina-T (n°® CAS 7080-50-4) foi obtido através da compra via internet
diretamente do site da empresa Sigma — Aldrich.

O ensaio hemolitico foi realizado seguindo o protocolo descrito por Vaucher,
Motta e Brandeli (2010) com alteracdes. Brevemente, o ensaio hemolitico foi
realizado com sangue de carneiro desfibrinado (Newprov) diluido em tampé&o
fosfato-salino a 4%, distribuido 400puL em 8 microtubos conicos tipo eppendorf. O
ensaio foi realizado em duplicata e em diluicbes seriadas de base 2 do composto
testado, com sua concentracdo-mae em 200mM. Apos as diluicbes seriadas, 0s
tubos contendo o0 sangue jA em tratamento com o composto foi submetido a
incubacédo sob agitacdo em uma estufa do tipo shaker a 28°C durante 1h. Fez-se a
centrifugacéo a 2000rpm dos tubos apds a incubacgéo, e, do sobrenadante destes,
foi retirado 200 uL e distribuidos em uma placa de 96 pocos, lida em uma leitora de
microplacas a 405nm.

A analise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism
v.8.0.1, analisados através de ANOVA de 1 via. Apos, para a obtencéo dos graficos
de IC50, foi utilizado o método de regressao nao linear com uma curva variavel em
funcdo de dose resposta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Ensaio hemolitico da cloramina T revelou que o composto possui uma
capacidade citotdxica dose-dependente, como previsto e observado no trabalho de
Shim e colaboradores (2013). Nas concentragbes de 100mM a 3,125mM o
composto apresentou alta capacidade hemolitica, com resultados iguais ou
similares estatisticamente ao controle positivo. A figura abaixo (figura 2) mostra
todas as concentracdes testadas, assim como evidencia as concentra¢des que nao
obtiveram atividade hemolitica
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Figura 2: Concentracdes testadas de cloramina T no ensaio hemolitico.

Outros autores também j& utilizaram a cloramina T em ensaios hemoliticos,
como Ferreira e colaboradores (2017), que obtiveram atividade hemolitica entre
demonstraram atividade hemolitica entre 61% e 67,7% em concentracdes que
variam de 88.75 a 2.70 mmol/L. Isso corrobora com o resultado obtido, visto que
ndo obtivemos valores altos de absorbancia da hemdlise em valores abaixo de
1,5625mM, e, apds as andlises estatisticas, obteve-se o valor de IC50 de 1,924mM.

4. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, conclui-se que a cloramina T possui uma
atividade hemolitica expressiva quando avaliada através do ensaio hemolitico, visto
gue a concentracdo em que foi avaliada uma reducédo desta atividade foi de
1,5625mM. Além disso, a concentracdo da IC50, de 1,924mM reafirma o potencial
hemolitico para com eritrécitos.

Novos ensaios de citotoxicidade precisaréo ser performados para a defini¢cao
de uma concentracdo visando a realizacdo de uma nova formulagédo contendo o
composto. Ensaios esses como MTT e Vermelho Neutro.
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