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RESUMO

A doenca de Chagas é inserida no grupo de doencas tropicais negligenciadas, como uma
infeccdo parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, acometendo cerca de 6 a 8
milhdes de pessoas na América Latina e 2,4 milhGes de pessoas no Brasil. O benznidazol
(BZN), farmaco de primeira escolha, apresenta eficicia limitada e graves efeitos adversos,
tornando urgente a busca por novas ferramentas terapéuticas. O estudo e a identificacdo de
alvos bioquimicos vitais ao T. cruzi, constitui uma importante estratégia para o
desenvolvimento de inibidores seletivos capazes de interferir nessas vias metabolicas e causar
a morte do parasito. Nesse contexto, as chalconas s&o uma importante classe de compostos
naturais que apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas e cuja estrutura
simplificada permite a sintese de andlogos, os quais vém mostrando propriedades vantajosas
para o desenvolvimento de farmacos antichagasicos. Logo, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito tripanocida da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona
(CPA4NO») e sua acdo sobre enzimas de tripanossomatideos — cruzaina e tripanotiona
redutase. Dessa forma, a citotoxicidade foi avaliada sobre as células hospedeiras LLC-MK2,
através do método de reducdo do MTT, e o efeito tripanocida foi avaliado sobre as formas
epimastigotas (cultivadas em meio LIT, a 28°C, em estufa BOD) e tripomastigotas (obtidas
através da infeccdo de células LLC-MK2 e cultivadas em meio DMEM, a 37°C e 5% de CO)
de cepa Y de T. cruzi, sendo entdo determinado o indice de Seletividade (IS). Além disso, foi
realizada a analise computacional das interacdes envolvendo as substancias em estudo e as
enzimas cruzaina e tripanotiona redutase, por meio dos ensaios de docking molecular. Todos
os testes foram realizados em triplicata e os resultados médios de trés experimentos
independentes foram utilizados para analise estatistica (teste one-way ANOVA, com pos-teste
de Bonferroni) com p<0,05. CPA4NO, ndo apresentou citotoxicidade nas concentracdes
utilizadas (1000 — 15,6 uM), e na investigacdo do efeito antiparasitario, conseguiu inibir o
crescimento das formas epimastigotas nos trés tempos testados (ICso 24h: 171,4 £ 13,6 uM;
ICs0 48h: 99,44 + 4,46 uM; ICso 72h: 27,91 + 1,48 uM) e reduzir a viabilidade das formas
tripomastigotas em quase todas as concentracdes testadas, exibindo um valor de LCso (161,4 £
33,9 uM) trés vezes menor que o apresentado pelo farmaco de referéncia. Sendo assim,
guando comparada ao BZN, mostrou um IS > 6,19. Através do uso de ferramentas
computacionais, foi possivel inferir que a chalcona sintética CPA4NO, mostrou uma boa

interacdo com as enzimas cruzaina e tripanotiona redutase porém, em sitios possivelmente



alostéricos. Por fim, este trabalho ressalta o potencial biotecnoldgico da chalcona CPA4NOo,

tornando-a um candidato promissor para o desenvolvimento de novas terapias antichagasicas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Chalconas.



ABSTRACT

Chagas disease is included in the group of neglected tropical diseases, as a parasitic infection
caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, affecting approximately 6 to 8 million people in
Latin America and 2.4 million people in Brazil. Benznidazole (BZN), the drug of choice, has
limited efficacy and serious adverse effects, making the search for new therapeutic tools
urgent. The study and identification of vital biochemical targets for T. cruzi is an important
strategy for the development of selective inhibitors capable of interfering with these metabolic
pathways and causing the death of the parasite. In this context, chalcones are an important
class of natural compounds that have a wide spectrum of biological activities and whose
simplified structure allows the synthesis of analogues, which have shown advantageous
properties for the development of antichagasic drugs. Therefore, the aim of the present study
was to evaluate the trypanocidal effect of (E)-1-(4-aminophenyl)-3-(4-nitrophenyl)prop-2-en-
1-one (CPA4NO>) and its action on enzymes of trypanosomatids — cruzain and trypanothione
reductase. Thus, the cytotoxicity was evaluated on the LLC-MK2 host cells, through the MTT
reduction method, and the trypanocidal effect was evaluated on the epimastigotes forms
(cultured in LIT medium, at 28°C, in a BOD oven) and trypomastigotes (obtained through the
infection of cells LLC-MK2 and cultivated in DMEM medium, at 37°C and 5% of CO>) of
strain Y of T. cruzi, being then determined the Index of Selectivity (SI). In addition,
computational analysis of the interactions involving the substances under study and the
enzymes cruzain and trypanothione reductase was carried out, through molecular docking
assays. All tests were performed in triplicate and the mean results of three independent
experiments were used for statistical analysis (one-way ANOVA test, with Bonferroni post-
test) with p<0.05. CPA4NO: did not show cytotoxicity at the concentrations used (1000 —
15.6 uM), and in the investigation of the antiparasitic effect, it was able to inhibit the growth
of epimastigotes in the three times tested (ICso 24h: 171.4 £ 13.6 uM; 1Cs0 48h: 99.44 + 4.46
UM; ICso 72h: 27.91 £ 1.48 pM) and reduce the viability of trypomastigotes in almost all
tested concentrations, exhibiting an LCsp value (161.4 £ 33.9 uM) three times lower than that
presented by the reference drug. Therefore, when compared to BZN, it showed an IS > 6.19.
Through the use of computational tools, it was possible to infer that the synthetic chalcone
CPA4NO:? showed a good interaction with the enzymes cruzain and trypanothione reductase,
however, in possibly allosteric sites. Finally, this work highlights the biotechnological
potential of the chalcone CPA4NO,, making it a promising candidate for the development of

new antichagasic therapies.



Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Chalcones.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenga de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase americana,
uma parasitose resultante da infeccdo pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi
(FIOCRUZ, 2020).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a DC ¢ considerada uma doenca
tropical negligenciada, pois afeta sobretudo populagdes de baixa renda, sendo uma das
principais causas de morbidade e mortalidade cronicas em paises em desenvolvimento
(OPAS/OMS, 2021).

Atualmente, existem cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas infectadas em 21 paises da
América Latina e, aproximadamente, 70 milhdes de pessoas no mundo estdo em risco de
contrair a doenga (DNDi, 2022).

Figura 1. Distribuicdo da DC no mundo.

Fonte: DNDi, 2022.

Devido a rapida mobilidade populacional e crescente urbanizagdo, a DC mostrou uma

mudanca em seu padrdo epidemioldgico, espalhando-se para areas urbanas e para outros
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paises e continentes. Conforme ilustrado na figura 1, a emigracdo generalizada de latino-
americanos resultou em uma ameaca emergente para areas historicamente ndo-endémicas,
incluindo a Europa Ocidental, Estados Unidos, Canada, Japdo e Australia (CHATELAIN,
2017).

Desde sua descoberta pelo médico sanitarista Carlos Chagas, em 1909, a DC tem sido
um grave problema de salde publica. No Brasil, estima-se que haja 2,4 milhdes de pessoas
infectadas (BRASIL, 2022), e apesar da notificacdo compulséria ainda ser restrita a casos
agudos da doenca, a regido Nordeste € considerada a segunda principal area endémica no pais,
possuindo alta prevaléncia no estado do Ceard, principalmente nos municipios da regido do
Sertdo dos Inhamuns (Crateus e Taud) e Baixo Jaguaribe (Jaguaruana, Limoeiro do Norte e
Russas) (CEARA, 2021).

O mecanismo de transmissao do parasito é pela via vetorial, por meio do contato com
as fezes do inseto vetor infectado, conhecido popularmente como “barbeiro”. Atualmente, a
via oral responde pela quase totalidade dos casos novos ocorridos na ultima década, através da
ingestdo de alimentos (caldo de cana e acai) contaminados com triatomineos infectados ou
suas fezes. Sendo assim, a transmissdo pela via oral € a grande responsavel pelos surtos de
infeccdo em é&reas urbanas, resultando em quadros clinicos agudos e altos indices de
mortalidade (BERN et al., 2019; TOSO; VIAL; GALANTI, 2011).

Existem ainda outras formas de transmissdo, tais como: transfusdo sanguinea,
transplante de érgdos ou pela via placentaria (CHATELAIN, 2017). Na transfusdo sanguinea,
0 receptor acaba recebendo sangue contaminado com o parasito, no entanto, essa forma de
transmissdo vem diminuindo em decorréncia dos testes realizados pelos hemocentros
(GASCON; BERN; PINAZO, 2010). Nos ultimos anos, a transmissdo por meio de transplante
de 6rgdos vem adquirindo importancia devido ao crescente aumento no ndmero de
procedimentos, e em decorréncia do estado imunossuprimido dos receptores, tal forma de
transmissdo acaba apresentando manifestagdes clinicas mais graves (PEREIRA; NAVARRO,
2013). A transmissdo vertical ou congénita pode ocorrer em qualquer fase da gestacdo, ou
ainda quando as mucosas do feto entram em contato com o sangue materno infectado durante
o0 parto. Dessa forma, politicas publicas que permitam o amplo acesso ao diagndstico pré-natal
sdo de grande importancia para a deteccdo precoce da doenca e prevencdo de complicacfes
para a mée e para o feto (REQUENA-MENDEZ et al., 2015).

Com relacdo a evolugdo clinica, a DC possui duas fases distintas: uma fase inicial ou
aguda, caracterizada por uma alta parasitemia, e uma fase tardia ou crénica, caracterizada por

uma baixa parasitemia (MARCHIORI, 2016). A fase aguda ocorre nas 4-6 semanas apos a
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infecgdo, podendo ser assintomética ou vir acompanhada de sintomas inespecificos, como
febre e mal-estar, cefaleia, falta de apetite, mialgias e aumento dos linfonodos (COSTA et al.,
2011). No entanto, é caracteristico dessa fase o surgimento do chagoma de inoculacdo ou do
sinal de Romana - sinais classicos da picada do “barbeiro”, como podem ser vistos na figura 2
(CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). Durante a fase crénica da infeccdo, verifica-se que
a grande maioria dos portadores evolui para a forma indeterminada da doenca. Tais individuos
possuem positividade soroldgica, contudo, apresentam exames eletrocardiograficos e
radiologicos aparentemente normais (CUNHA-FILHO et al., 2012). Aproximadamente 20-
30% das pessoas infectadas evoluem para as formas cardiaca e/ou digestiva da DC (AYO et
al., 2013). Nesse estagio, a cardiomiopatia € a manifestacdo clinica mais comum,
desenvolvendo-se na maioria dos pacientes que se encontram nessa fase, porém uma minoria
pode vir a desenvolver complicacOes digestivas, como megaes6fago e megacolon (BENCK;
KRANSDORF; PATEL, 2018).

Figura 2. Manifestacdes clinicas da DC.

Legenda: A. Chagoma na superficie dorsal da mao esquerda 21 dias apds infec¢do; B. Crianca com sinal
classico de Romaiia; C. Manifestagdo cardiaca na fase cronica da doenga de Chagas: I. Superficie dilatada do
coracdo chagasico mostrando placas fibrosas e alargamento dos vasos coronarios; Il. Visdo interior de corte
cardiaco com dilatagdo das cAmaras direita e esquerda; D. Megacolon de paciente chagésico.

Fonte: www.isradiology.org/tropical_disease
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1.2 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da DC, é considerado um protozoario
unicelular e parasito obrigatério, possuindo como estruturas celulares principais — membrana
celular, cinetoplasto contendo o DNA mitocondrial, nucleo e flagelo (ACOSTA et al., 2017).
E classificado dentro do filo Sarcomastigophora, da classe Zoomastigophora, da ordem
Kinetoplastida e da familia Trypanosomatidae, desenvolvendo-se em insetos hematdfagos da
familia Reduviidae, em pequenos animais silvestres e nos seres humanos (CHAGAS, 1909).

Durante seu ciclo biolégico, o T. cruzi apresenta trés formas evolutivas principais,
como mostra a figura 3. A forma epimastigota, proliferativa e ndo infectante, encontrada no
intestino médio do inseto vetor; e as formas tripomastigota - ndo proliferativa e infectante,
presente na circulacdo sanguinea, e amastigota - proliferativa intracelular, que se encontram
no hospedeiro vertebrado (ADADE et al., 2013).

Figura 3. Formas celulares do T. cruzi.

amastigota

i . epirﬁ;astigota
tripomastigota

Fonte: www.icb.usp.br

O T. cruzi possui um ciclo evolutivo complexo, pois requer passagem obrigatoria por
um inseto vetor triatomineo (fase de multiplicagdo extracelular) e por um hospedeiro
vertebrado (fase de multiplicagéo intracelular) (FRANCISCO et al., 2017). Dessa forma, a
infeccdo chagasica inicia quando o triatomineo se infecta ao alimentar-se do sangue
contaminado de um hospedeiro vertebrado que contém as formas tripomastigotas (MEIRA et
al., 2015). De acordo com a figura 4, ap6s serem ingeridos pelo inseto vetor, 0s

tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas no seu intestino médio anterior. Nesse
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ambiente, as formas epimastigotas se multiplicam, transformando-se nas formas
tripomastigotas metaciclicas infecciosas, as quais sdo liberadas durante o repasto sanguineo
juntamente com as fezes do barbeiro, no local da picada. No hospedeiro vertebrado, os
tripomastigotas metaciclicos se ligam a receptores de superficie celular levando a formacéao de
um vacuolo parasitoforo onde se transformam nas formas amastigotas. Estas, apos sucessivas
divisdes binérias, diferenciam-se em tripomastigotas, que s&o lancados na corrente sanguinea
do hospedeiro vertebrado, podendo infectar novas células ou contaminar um novo inseto vetor
durante o repasto sanguineo (FERREIRA et al., 2022).

Figura 4. Ciclo bioldgico do T. cruzi.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.3 Tratamento farmacoldgico da doenca de Chagas

Em 1909, era diagnosticada a primeira paciente com DC no Brasil, entretanto mais de
um século apds seu descobrimento pelo médico sanitarista Carlos Chagas, tal enfermidade
continua distante das prioridades do mercado farmacéutico (FIOCRUZ, 2020).

O tratamento disponivel é limitado a dois farmacos existentes a mais de 50 anos, 0s
derivados nitroheterociclicos — benznidazol (BZN) e nifurtimox (NTX), desenvolvidos
respectivamente pelos laboratorios farmacéuticos Roche e Bayer, conforme mostra a figura 5
(MORILLA; ROMERO, 2015).

No Brasil, foi proibida a comercializagdo do NTX devido a sua elevada toxicidade.
Dessa forma, o Unico farmaco disponivel no pais para o tratamento da DC é o BZN, que
possui eficicia limitada além de desencadear indmeros efeitos adversos (JACKSON;
WYSSA; CHAPPUIS, 2020).

Figura 5. Estrutura quimica dos derivados nitroheterociclicos NTX e BZN.
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Legenda: A. Estrutura quimica do NTX; B. Estrutura quimica do BZN.
Fonte: FIOCRUZ, 2020.

Mesmo aprovado pelo Ministério da Salude, o tratamento com BZN possui uma taxa
média de cura, entre os casos recentes de infeccdo, de aproximadamente 80%, porém nas
condicdes em que a doenca estd cronificada, essa taxa cai para menos de 20% (SESTI-
COSTA et al., 2014). Além disso, a necessidade de esquemas posoldgicos prolongados facilita
0 surgimento de reacOes adversas — perda de peso e distlrbios gastrointestinais, reacoes
cutaneas, neuropatia periférica e reacbes hematologicas, diminuindo a adesdo a terapia bem
como, a qualidade de vida desses pacientes (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012).

Seu mecanismo de acdo ainda ndo estd completamente elucidado, contudo, estudos
indicam que o BZN supostamente atua por meio de radicais livres nitrogenados, os quais

agem modificando macromoléculas parasitarias, como por exemplo, 0 DNA. Além disso, a
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producdo de metabolitos toxicos, a partir do processo de biotransformacéo, afeta a sintese de
enzimas importantes para a sobrevivéncia do T. cruzi. No entanto, a existéncia de cepas
naturalmente resistentes vem sendo relatada, representando um desafio para 0 manejo
adequado da DC e para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas que apresentem
maior seletividade pelo parasito, diminuindo as complica¢cbes causadas no hospedeiro
(SALES JUNIOR, 2017; DNDi, 2022).

1.4 Novos alvos moleculares empregados no desenvolvimento de farmacos antichagasicos

A pesquisa por novas alternativas terapéuticas para o tratamento da DC inclui o estudo
de rotas metabolicas que possam ser utilizadas como novos alvos farmacoldgicos
antichagasicos. Tal abordagem compreende duas enzimas consideradas promissoras —
cruzaina e tripanotiona redutase — uma vez que exercem papel fundamental na sobrevivéncia
do T. cruzi (BATTISTA et al., 2020).

A enzima cruzaina é uma cisteino-protease cuja expressdo ocorre durante todo o ciclo
de vida do parasito. Logo, € responsavel pela nutri¢cdo, desenvolvimento e diferenciacdo do
protozoario bem como, pela sua continuidade através da evasdo do sistema imune e invasao
de novas células hospedeiras (BARBOSA DA SILVA et al., 2019). No inseto triatomineo, a
cruzaina participa ativamente da transformacdo das formas epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicas, contribuindo diretamente com a viruléncia das diferentes cepas de T. cruzi.
Enquanto gque, no hospedeiro vertebrado, possui grande importancia na fuga a resposta imune
do hospedeiro e consequente invasao celular (LOSINNO et al., 2021).

A tripanotiona redutase, por sua vez, ¢ uma flavoenzima que exerce um papel
relevante na sobrevivéncia do parasito, uma vez que atua neutralizando o estresse oxidativo
mediado por espécies reativas de oxigénio (ERO) provenientes da resposta imune do
hospedeiro (MENDONCA et al., 2018).

Logo, a identificagéo de rotas bioquimicas vitais ao T. cruzi constitui uma importante
estratégia para o desenvolvimento de inibidores seletivos capazes de interferir nessas vias
metabdlicas e causar a morte do parasito (MIRANDA; SAYE, 2019). Nesse cenério,
substancias bioativas de origem vegetal podem servir como prototipos para a obtencdo de

moléculas antichagasicas promissoras.
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1.5 Chalconas e seu potencial biotecnolégico

As chalconas sd@o uma importante classe de compostos naturais pertencentes a familia
dos flavondides. Dessa forma, compdem um grupo de compostos de cadeia aberta que
apresentam um ndcleo estrutural fundamental, denominado chalcondide, em que dois anéis
aromaticos sdo conectados por uma cadeia de trés carbonos o,f-insaturados contendo uma

carbonila, conforme mostra a figura 6 (BANDEIRA et al., 2019).

Figura 6. Estrutura fundamental das chalconas.

Fonte: BANDEIRA et al., 2019.

Tais substancias vém despertando o interesse de grupos de pesquisa devido ao seu
potencial biotecnologico (KOZLOWSKA et al., 2019), uma vez que apresentam um amplo
espectro de atividades bioldgicas — antioxidante (SULPIZIO et al., 2016), anti-inflamatoria
(OZDEMIR et al., 2015), antitumoral (PONTES et al., 2018), antibacteriana (DA SILVA et
al., 2023) e antiparasitaria (GONZALEZ et al., 2020). Além disso, sua estrutura simplificada
permite a adicdo de diferentes grupos, doadores ou receptores de elétrons, aos anéis
aromaticos do ndcleo chalcondide, por meio da reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidit
(DE MELO et al., 2018).

Dessa forma, a sintese de analogos de chalconas vem permitindo a obtencdo de
compostos estruturalmente semelhantes a molécula natural, porém com propriedades
vantajosas que no contexto das doencas negligenciadas mostraram atividade contra
Trypanosoma cruzi, confirmando assim seu potencial como substancias promissoras no
desenvolvimento de farmacos antichagasicos (CAVALCANTE et al., 2022; DE BRITO et al.,
2022; MAGALHAES et al., 2022; MATOS et al., 2022).
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2 JUSTIFICATIVA

A DC, infec¢do parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € considerada
uma doenca tropical negligenciada, pois acomete principalmente populacdes vulneraveis de
paises subdesenvolvidos, sendo um grave problema de saude publica (MARTINS-MELO et
al., 2019).

Desde sua descoberta, em 1909, a DC causa aproximadamente 14.000 mortes/ano na
regido das Ameéricas. No entanto, apesar dos esforcos no controle da transmissao da doenca
em diversas areas endémicas, a inexisténcia de um tratamento eficaz, principalmente na sua
fase cronica, € ainda um desafio a ser enfrentado (PEREZ-MOLINA et al., 2009).

No Brasil, 0 BZN € o unico medicamento disponivel para o tratamento da DC, porém
os graves efeitos colaterais e a longa duracao da terapia sdo barreiras que acabam interferindo
na adesdo dos pacientes (MORILLO et al., 2015). Sendo assim, torna-se evidente a busca por
novos alvos terapéuticos como uma importante estratégia para o desenvolvimento de
farmacos antichagasicos mais eficazes e com menos efeitos adversos (CALDAS; SANTOS;
NOVAES, 2019).

Nesse contexto, destacam-se as enzimas cruzaina e tripanotiona redutase, as quais
possuem papel fundamental na sobrevivéncia do T. cruzi. Desse modo, estudos prévios
realizados pelo nosso grupo de pesquisa (CAVALCANTE et al., 2022; DE BRITO et al.,
2022; MAGALHAES et al., 2022; MATOS et al., 2022) vém demonstrando o potencial
biotecnoldgico das chalconas e de seus anadlogos sintéticos como possiveis inibidores dessas
enzimas.

Para o presente estudo, a adicdo de um grupo —NO>, na chalcona sintética CPA4NO.,
configura uma importante estratégia, pois confere uma certa similaridade estrutural com o
BZN, cujo grupo nitro possui grande contribuicdo farmacoforica para seu efeito tripanocida
mas também, para o surgimento dos efeitos adversos que comprometem a adesdo ao
tratamento (SALES JUNIOR et al., 2017). Logo, CPA4NO; constitui uma molécula bioativa
promissora no planejamento de novas abordagens farmacoldgicas, mais efetivas € menos
toxicas, para o tratamento da DC (FERREIRA et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito tripanocida da CPA4NO: e acdo sobre enzimas de tripanossomatideos.

3.2 Objetivos especificos

= Avaliar a citotoxicidade da CPA4NO; sobre células LLC-MKZ2;

Avaliar o efeito tripanocida da CPA4NO: sobre as formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi;

Verificar as possiveis interagdes da CPA4NO com as enzimas cruzaina e tripanotiona
redutase de tripanossomatideos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Linhagens celulares

Neste trabalho foram utilizadas as células LLC-MK2 - linhagem imortalizada de
células tubulares renais de macaco (Macaca mulatta) - como células hospedeiras,
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), e as formas epimastigotas e
tripomastigotas de cepa Y de T. cruzi, doadas pelo Laboratério de Bioquimica de Parasitos, da
Universidade de Séo Paulo (USP).

4.2 Substancias em estudo

A chalcona utilizada no presente estudo, conforme mostra a figura 7, foi
sintetizada por meio da reacdo de Claisen-Schmidt (VOGEL, 1989), a qual inicia com uma
condensacéo aldolica seguida por uma desidratacdo basica, € cujo mecanismo esta descrito na
figura 8. Ap0s sua obtencdo, CPA4NO: foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Sintese
Organica da Universidade Estadual do Vale do Acarat (UVA), coordenado pelo professor Dr.
Hélcio da Silva Santos, e o BZN, farmaco de referéncia, foi doado pelo Laboratério
Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE).

Figura 7. Estrutura quimica da CPA4NO:..

O
7
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Legenda: Nomenclatura IUPAC: (E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Dessa forma, ambas foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSQ) estéril para
obtencgéo de solucdes estoque. Logo, para 0s ensaios in vitro, diluigdes seriadas foram feitas
em solucdo tampao fosfato (PBS) estéril para obtencdo de solugdes de trabalho, de modo que
a concentracao final de DMSO nos grupos experimentais ndo excedesse 0,5%.
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Figura 8. Reagdo de condensacdo de Claisen-Schmidt para sintese de chalconas.
O 0)

CH, H  KOH =
+ —
METANOL

Legenda: A reacdo de Claisen-Schmidt ocorre por meio da condensacdo entre um benzaldeido e uma
acetofenona, usando metanol como solvente e hidroxido de potassio como catalisador.
Fonte: HUO et al., 2021.

4.3 Avaliacdo da citotoxicidade em células hospedeiras

A citotoxicidade da chalcona em estudo foi investigada em células hospedeiras
LLC-MK2 através do ensaio do MTT, método colorimétrico de avaliacdo da viabilidade
celular (MOSMANN, 1983). As células LLC-MK2 foram cultivadas em garrafas estéreis e
mantidas em meio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de
SBF (Soro Bovino Fetal) e antibidticos (penicilina — 200 Ul/mL e estreptomicina — 130
mg/mL), em estufa de CO. a 37°C, conforme mostra a figura 9.

A verificacdo do crescimento celular foi realizada através da observacdo em
microscopio invertido, e uma vez atingido o estado de confluéncia, as células LLC-MK2
foram lavadas com PBS estéril, deslocadas com tripsina e, ap6s determinacdo da concentracao
celular por contagem em camara de Neubauer, em solucdo de azul de trypan (0,4% m/v), as
mesmas foram transferidas para placas estéreis de 96 pogos, na concentragido de 1x10°
células/mL, e incubadas por 24 horas em estufa de COa.

Posteriormente, os pocos foram tratados com a CPA4NO; e com o BZN, nas
concentracdes de 1000 — 15,6 UM, e ap06s 24 horas de incubacdo em estufa de CO2, cada poco
foi lavado com PBS, e em seguida, foi adicionada a solugdo de MTT (2,5 mg/mL).

O MTT [Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio] € um sal
tetrazolio de coloragdo amarela que, uma vez em contato com células viaveis, € internalizado
e reduzido por desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas em cristais de formazan,
apresentando coloragéo roxa.

Dessa forma, apos 4 horas de incubacdo em estufa de CO», os cristais de formazan
foram solubilizados pela adicdo de DMSO, um agente surfactante, sendo realizada a leitura

por espectrofotometria em leitora de microplacas a 570nm.
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Os percentuais de viabilidade celular foram determinados e utilizados para
estimar, por regressdo ndo-linear, a CCso — concentragdo capaz de reduzir em 50% a

viabilidade celular.

Figura 9. Representacdo esquematica do ensaio de citotoxicidade.
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Incubacdo por 24h Incubagdo por 24h
s e
Determinacdo da CC50
37°Ce 5% de CO2 37°Ce 5% de CO2

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Avaliagao do efeito sobre as formas epimastigotas

O efeito da chalcona em estudo foi investigado sobre as formas evolutivas
proliferativas e nédo infectantes de cepa Y de T. cruzi, presentes no hospedeiro invertebrado
(LIMA et al., 2016; MONTEIRO et al., 2020).

As formas epimastigotas foram cultivadas em garrafa de cultivo celular estéril, na
concentragdo de 108 parasitos/mL, em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com
10% de SBF e antibioticos, e mantidas a 28°C em estufa BOD (Biochemical Oxygen
Demand), conforme mostra a figura 10.

Para avaliacdo do efeito, as formas epimastigotas, apos atingirem a fase
exponencial de crescimento, foram entdo cultivadas em placa estéril de 96 pogos, na
concentragio de 10° parasitos/mL, em meio LIT suplementado com 10% de SBF e
antibioticos, e mantidas a 28°C, em estufa BOD, ap0s tratamento com a CPA4NO; e com 0
BZN, nas concentragdes de 1000 — 15,6 pM.
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Decorridos os tempos de 24, 48 e 72 horas, foi realizada a contagem dos parasitos
viaveis em camara de Neubauer, e os valores da 1C50 — concentragdo capaz de inibir em 50%
0 crescimento das formas epimastigotas — foram estimados em comparacdo com 0 grupo

controle ndo tratado, por regressao ndo-linear.

Figura 10. Representacdo esquematica do ensaio sobre as formas epimastigotas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
4.5 Avaliacao do efeito sobre as formas tripomastigotas

O efeito da chalcona em estudo foi investigado sobre as formas evolutivas ndo
proliferativas e infectantes de cepa Y de T. cruzi, presentes no hospedeiro vertebrado, por
meio da infeccdo de células hospedeiras (LIMA et al., 2016; MONTEIRO et al., 2020).

As células LLC-MK?2 foram cultivadas em garrafas estéreis, na concentracdo de
1x10° células/mL, em meio DMEM suplementado com 10% de SBF e antibidticos, e
incubadas em estufa de CO- a 37°C, conforme mostra a figura 11. Ap6s 48 horas, 0 meio foi
trocado por DMEM suplementado com apenas 2% de SBF e as células hospedeiras foram
entdo infectadas com as formas tripomastigotas, na concentragdo de 2x10° parasitos/mL.

Decorridas 72 horas de incubagdo em estufa de CO,, o meio das garrafas

infectadas foi substituido, durante cinco dias, e o0 sobrenadante obtido foi centrifugado (a 2800
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rpm, por 7 minutos) para a obtencdo das formas tripomastigotas, cuja concentracdo foi
determinada por contagem em cadmara de Neubauer.

Dessa forma, para avaliacdo do efeito, as formas tripomastigotas foram
transferidas para placas estéreis de 96 pocos, na concentracio de 1x10° parasitos/mL e
tratadas com a CPA4NO; e com o0 BZN, nas concentragdes de 1000 — 15,6 uM.

Apos 24 horas em estufa de CO2, foi realizada a contagem dos parasitos viaveis
em camara de Neubauer, e os valores da LCso — concentragdo capaz de matar 50% das formas
tripomastigotas — foram estimados em compara¢do com o grupo controle ndo tratado, por
regressdo ndo-linear. Por fim, também foi possivel estimar o indice de seletividade (IS) da
CPANO: e do BZN, através da razdo entre a CCsp proveniente das células hospedeiras e a

LCso proveniente das formas tripomastigotas.

Figura 11. Representagdo esquematica do ensaio sobre as formas tripomastigotas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Docking molecular

Os ensaios de docking molecular para avaliacdo teorica das interagdes entre a
chalcona em estudo e as enzimas cruzaina e tripanotiona redutase de T. cruzi foram realizados
pelo Grupo de Quimica Tedrica e Eletroquimica da Universidade Estadual do Ceara (UECE),
coordenado pelo professor Dr. Emmanuel Silva Marinho.
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4.6.1 Obtencao e preparo dos ligantes

Os calculos quimicos quéanticos foram realizados utilizando o método da Teoria de
Densidade Funcional (DFT). Sendo assim, as moléculas ligantes foram desenhadas através do
programa GaussView 5.0, e os calculos de otimizacdo geométrica foram feitos por meio do
programa Gaussian 09. O Potencial Eletrostatico Molecular (MEP), para ambas as moléculas,
foi calculado e as isosuperficies foram obtidas utilizando o programa Gabedit (MARINHO et
al., 2021).

4.6.2 Obtencéao e preparo dos alvos proteicos

Para estudar o possivel mecanismo de acdo da chalcona em estudo sobre o T.
cruzi, foram realizadas simula¢des de docking molecular entre o ligante e as enzimas cruzaina
e tripanotiona redutase, fundamentais no ciclo evolutivo do parasito.

As estruturas proteicas foram entdo obtidas no repositorio Protein Data Bank —

PDB (https://www.rcsb.org/). Dessa forma, a estrutura da enzima cruzaina foi identificada

como “Estrutura cristalina da cruzaina de T. cruzi em complexo com o inibidor
tetrafluorofenoximetil cetona” (PDB 3IUT), e a estrutura da enzima tripanotiona redutase foi
identificada como “Estrutura cristalina da tripanotiona redutase de T. cruzi em complexo com
0 inibidor mostarda de quinacrina” (PDB 1GXF). Ambas foram determinadas pelo método de
difracdo de raio-X, com valores de resolucdo de 1,20 e 2,70 A, respectivamente (BRAK et al.,
2010; SARAVANAMUTHU et al., 2004).

4.6.3 Simulacdes de docking molecular

Para a realizacdo das simulacGes de docking molecular, foi escolhido o algoritmo
genético lamarckiano (LGA), o qual é utilizado pelo programa AutoDock Vina (TROTT;
OLSON, 2010). Dessa forma, para determinar o espagco de simulagdo, o grid box para cada
proteina foi centralizado de forma a englobar todas as cadeias proteicas.

Para a enzima cruzaina, o grid box foi centralizado nas coordenadas 116 A x 106
A x 126 A, com dimensdes x, y, z equivalentes a 6,612, -0,436 e 8,052, respectivamente. Para
a enzima tripanotiona redutase, o grid box foi centralizado nas coordenadas 126 A x 90 A x

126 A, com dimensdes x, y, z equivalentes a 44,196, 3,102 e -0,054, respectivamente. Ambos
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0s grids foram centralizados de forma que a cadeia proteica ficasse totalmente dentro do
espaco de simulacdo computacional.

Como forma de preparacdo da estrutura proteica, foi utilizada a metodologia
proposta por Yan e colaboradores (2014), onde foram removidas as moléculas de agua e
cargas de Gasteiger, sendo entdo adicionados atomos de hidrogénio essenciais, através do
programa AutoDock Tools (HUEY; MORRIS; FORLI, 2009).

De acordo com o protocolo padrdo, foram realizadas 50 simulacbes
independentes, sendo possivel obter 20 poses por simulacdo (MARINHO et al., 2020). Logo,
para melhorar o refinamento dos acoplamentos, o critério de exhaustiveness foi modificado de
forma a manter rigida a estrutura da proteina, enquanto todas as ligacbes e torcGes dos
ligantes foram ajustadas para girar em torno dela (NGUYEN et al., 2017).

Com o intuito de avaliar a estabilidade dos complexos formados nas simulacgdes,
foi utilizada a energia de afinidade (AG), a qual possui como parametro de idealidade valores
inferiores a -6,0 kcal/mol (SHITYAKOV; FORSTER, 2014). Por fim, como critério de
selecdo da “best pose”, foi utilizado o parametro estatistico denominado de RMSD - Root

Mean Square Deviation, tendo como valores ideais os inferiores a 2 A (YUSUF et al., 2008).

4.7 Analise estatistica

Em todos os ensaios foram realizados trés experimentos independentes, em
triplicata, e os resultados foram expressos como sendo a média + o erro padrdo da média
(EPM). As analises de significancia foram realizadas através do teste one-way ANOVA, com
pos-teste de Bonferroni, no programa GraphPad Prism, versdao 5.0 para Windows, sendo
considerado p < 0,05 como critério de significancia.



32

5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade em células LLC-MK?2

Com o intuito de avaliar a citotoxicidade da CPA4NO> em células hospedeiras, foi
realizado o ensaio do MTT nas concentragdes de 1000 — 15,6 pM.
Conforme observado na figura 12, CPA4NO> ndo apresentou citotoxicidade nas

concentracgdes utilizadas, apresentando um valor de CCsp >1000 M.

Figura 12. Citotoxicidade da CPA4NO; em células LLC-MK2.
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Legenda: CT — grupo controle; V — veiculo (DMSO 0,5%). *p<0,05 em relacéo ao grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O mesmo ensaio foi aplicado ao BZN, o qual mostrou um resultado semelhante a
CPA4NO:2, nédo apresentando citotoxicidade nas concentragdes utilizadas e exibindo um valor

de CCso >1000 puM, conforme observado na figura 13.
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Figura 13. Citotoxicidade do BZN em células LLC-MK2.
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Legenda: CT — grupo controle; VV — veiculo (DMSO 0,5%). *p<0,05 em relacéo ao grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Efeito sobre as formas epimastigotas

A avaliacdo do efeito da CPA4NO:; foi realizada sobre as formas epimastigotas
apos 24, 48 e 72 horas de tratamento, nas concentraces de 1000 — 15,6 uM, conforme pode
ser visto na figura 14. Sendo assim, CPA4NO: apresentou os seguintes valores de 1Csq (24h:
171,4 + 13,6 uM; 48h: 99,44 + 4,46 uM; 72h: 27,91 + 1,48 uM).
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Figura 14. Efeito da CPA4NO- sobre as formas epimastigotas de T. cruzi.
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Legenda: A: efeito em 24 horas; B: efeito em 48 horas; C: efeito em 72 horas. CT — grupo controle; V — veiculo
(DMSO 0,5%). *p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O mesmo ensaio foi aplicado ao BZN, conforme pode ser visto na figura 15.
Embora tenha apresentado valores de ICso (24h: 115,1 + 16,32 uM; 48h: 37,24 + 5,55 uM,;
72h: 22,08 £ 2,92 uM) um pouco melhores do que CPA4NO,, ambas as substancias exibem

efeito no crescimento parasitario nos trés tempos em que foram realizados 0s ensaios.
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Figura 15. Efeito do BZN sobre as formas epimastigotas de T. cruzi.
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Legenda: A: efeito em 24 horas; B: efeito em 48 horas; C: efeito em 72 horas. CT — grupo controle; V — veiculo
(DMSO 0,5%). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Efeito sobre as formas tripomastigotas

A avaliacdo do efeito da CPA4NO:; foi realizada sobre as formas tripomastigotas
apos 24 horas de tratamento, nas concentracdes de 1000 — 15,6 uM. Sendo assim, CPA4NO>
apresentou um valor de LCso de 161,4 = 33,9 pM, exibindo um efeito significativo nas

concentragdes de 1000 — 62,5 uM, conforme pode ser visto na figura 16.
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Figura 16. Efeito da CPA4NO: sobre as formas tripomastigotas de T. cruzi.
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Legenda: CT — grupo controle; V — veiculo (DMSO 0,5%). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Esse valor de LCsp mostrou-se 3x menor quando comparado ao BZN que
apresentou, nas mesmas concentragdes testadas, uma LCso de 490 + 103,9 uM, conforme

mostra a figura 17.
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Figura 17. Efeito do BZN sobre as formas tripomastigotas de T. cruzi.
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Legenda: CT — grupo controle; VV — veiculo (DMSO 0,5%). *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Sendo assim, obtidos os valores de CCsp, provenientes do ensaio de citotoxicidade
em células LLC-MK2, e os valores de LCsp, provenientes do ensaio sobre as formas
tripomastigotas, foi possivel estimar a seletividade para ambas as substancias testadas.

Logo, de acordo com a tabela 1, CPA4NO: apresentou um IS > 6,19 enquanto que
0 BZN um IS > 2,04, mostrando uma melhor seletividade ao parasito do que o farmaco de

referéncia.
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Tabela 1. Valores estimados de CCso, ICso, LCso € IS para CPA4NO, e BZN.

SUBSTANCIA 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
CPAANO:?
CC50 (LLC-MK?2) >1000 pM
IC50 (EPI) 171,4 £ 13,6 pM 99,44 + 4,46 uM 27,91 +1,48 uM
LC50 (TRIPO) 161,4 £ 33,9 uM
IS >6,19
BZN
CC50 (LLC-MK?2) >1000 pM
IC50 (EPI) 115,1 + 16,32 uM 37,24 5,55 M 22,08 + 2,92 UM
LC50 (TRIPO) 490 + 103,9 uM
IS >2,04

Legenda: CCso: concentracdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular; 1Cso: concentracdo capaz de inibir
em 50% o crescimento das formas epimastigotas; LCso: concentracdo capaz de matar 50% das formas
tripomastigotas; IS: indice de seletividade.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Docking molecular

Para validacdo estatistica dos resultados das simulagdes e escolha da “best pose”
foi utilizado o RMSD, o qual é calculado com base na medida da distancia média entre
atomos de dois ligantes, possuindo como critério de aceitacdo valores inferiores a 2 A.

Dessa forma, todas as simulaces realizadas apresentaram valores de RMSD
inferiores a 2 A, com destaque para os complexos CPA4NO,-cruzaina € CPA4NO:-
tripanotiona redutase que exibiram valores de RMSD na ordem de 0,708 e 1,539 A,

respectivamente, conforme observado na tabela 2.
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Tabela 2. Valores de energia de afinidade e RMSD dos complexos formados apds simulaces

de docking frente as enzimas cruzaina e tripanotiona redutase.

Complexo Energia (kcal/mol) ~ RMSD (A)
CPA4NO2-cruzaina -6,7 0,708
BZN-cruzaina -6,1 1,728
KB2-cruzaina* -5,6 1,292
CPA4NO:-tripanotiona redutase -7,9 1,539
BZN-tripanotiona redutase -7,4 1,526
QUM-tripanotiona redutase* -6,1 1,372

Legenda: *KB2 e QUM: Ligantes co-cristalizados (redocking).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.1 Docking Cruzaina

Com relacdo a energia de afinidade, o complexo CPA4NO2-cruzaina apresentou
-6,7 kcal/mol, enquanto que os complexos BZN-cruzaina e KB2-cruzaina apresentaram -6,1 e
-5,6 kcal/mol, respectivamente.

Com relacéo as interagdes envolvidas na formacdo do complexo proteina-ligante,
foi possivel identificar que o complexo CPA4NO,-cruzaina é formado por trés interacdes
hidrofébicas, envolvendo os residuos Phe 39A (3,65 A), Leu 40A (3,86 A) e Pro 44A (3,65
A), e uma interagdo do tipo n-stacking, envolvendo o residuo de cadeia lateral aromatica Phe
39A (4.17 A).

Com relacdo ao complexo BZN-cruzaina, foi possivel observar que o mesmo é
formando por quatro interacGes hidrofobicas, envolvendo os residuos Trp 184A (3,52; 3,67 e
3,78 A) e Trp 188A (3,99 A), uma ligacio de hidrogénio com o residuo GIn 21A (3,54 A) e
por uma interagéo do tipo m-stacking, envolvendo o residuo Trp 184A (4,54 A).

As simulagdes de redocking indicaram que o complexo KB2-cruzaina é formado
por duas interacdes hidrofébicas com o residuo Leu 67A (3,59 e 3,88 A), e por quatro ligagdes
de hidrogénio envolvendo os residuos GIn 19A (2,28 A), Cys 25A (2,18 A) e Gly 66A (1,87 e
2,27R), conforme pode ser observado na tabela 3.



Tabela 3. InteracGes entre CPA4ANO2, BZN e KB2 com a enzima cruzaina.

Ligante Receptor Interacéo Distancia (A)
CPA4NO? Phe 39A Hidrofdbica 3,65
Leu 40A Hidrofobica 3,86
Pro 44A Hidrofobica 3,65
Phe 39A n-stacking 4,17
BZN Trp 184A Hidrofdbica 3,52
Trp 184A Hidrofdbica 3,78
Trp 184A Hidrofdbica 3,67
Trp 188A Hidrofdbica 3,99
Gln 21A Ligacédo de H 3,54
Trp 184A n-stacking 4,54
KB2* Leu 67A Hidrofobica 3,88
Leu 67A Hidrofobica 3,59
Gin 19A Ligacdo de H 2,28
Cys 25A Ligacdo de H 2,18
Gly 66A Ligacdo de H 1,87
Gly 66A Ligacdo de H 2,27

Legenda: *KB2: Ligante co-cristalizado (redocking).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Dessa forma, foi observado que CPA4NO; acoplou em uma regido diferente do

sitio do inibidor co-cristalizado KB2 da proteina cruzaina, conforme mostra a figura 18.
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Figura 18. Complexo de interagdo da enzima cruzaina com os ligantes CPA4NO., BZN e o
inibidor co-cristalizado KB2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
5.4.2 Docking Tripanotiona redutase

Com relacdo a energia de afinidade, o complexo CPA4NO:-tripanotiona redutase
apresentou -7,9 kcal/mol, enquanto que os complexos BZN-tripanotiona redutase e QUM-
tripanotiona redutase apresentaram -7,4 e -6,1 kcal/mol, respectivamente.

Com relacdo as interacfes envolvidas na formacdo do complexo proteina-ligante,
foi possivel identificar que o complexo CPA4NO:-tripanotiona redutase é formado por trés
interacdes hidrofébicas, envolvendo os residuos Thr 52A (3,67 A), Phe 199A (3,85 A) e Ala
338A (3,49 A), e por uma ligac&o de hidrogénio com o residuo Thr 335A (2,30 A).

Com relagdo ao complexo BZN-tripanotiona redutase, foi possivel identificar duas
ligagBes de hidrogénio com o residuo Thr 335B (2,76 e 2,95 A), uma interacdo do tipo n-
stacking com o residuo de cadeia lateral aromatica Phe 199B (5,00 A) e uma interag&o
hidrofébica com a Ile 200B (3.60 A).

As simulacdes de redocking envolvendo o inibidor co-cristalizado QUM,
identificaram a presenga de duas interagdes com o residuo Tyr 111B - uma hidrofobica com

distancia de 3,32 A e uma ligacdo de hidrogénio na ordem de 3,22 A, além de duas ligacbes
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com halogénio envolvendo a cadeia lateral do residuo Ser 100B (3,15 e 3,61 A), conforme

pode ser visto na tabela 4.

Tabela 4. InteragGes entre CPA4NO2, BZN e QUM com a enzima tripanotiona redutase.

Ligante Receptor Interacéo Distancia (A)
CPA4ANO, Thr 52A Hidrofobica 3,67
Phe 199A Hidrofdbica 3,85
Ala 338A Hidrofobica 3,49
Thr 335A Ligacédo de H 2,30
BZN Ile 200B Hidrofdbica 3,60
Thr 335B Ligacédo de H 2,95
Thr 335B Ligacédo de H 2,76
Phe 199B n-stacking 5,00
QUM* Tyr 111B Hidrofdbica 3,32
Tyr 111B Ligacdo de H 3,22
Ser 100B Lig. com halogénio 3,15
Ser 100B Lig. com halogénio 3,61

Legenda: *QUM: Ligante co-cristalizado (redocking).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dessa forma, foi observado que a CPA4NO; acoplou em uma regido diferente do

sitio do inibidor co-cristalizado QUM da proteina tripanotiona redutase, conforme mostra a

figura 19.
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Figura 19. Complexo de interacdo da enzima tripanotiona redutase com os ligantes

CPA4NO2, BZN e o inibidor co-cristalizado QUM.
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6 DISCUSSAO

A DC tem sido um grave problema de saude publica, afetando a vida de milhdes
de pessoas em todo o mundo. Devido ao numero limitado de medicamentos disponiveis, aos
efeitos adversos desencadeados por eles e a ocorréncia da resisténcia parasitaria, torna-se
urgente a necessidade de novas estratégias terapéuticas (TESSAROLO et al., 2018).

As chalconas sdo produtos naturais que apresentam um potencial farmacoldgico
diversificado — antioxidante, anti-inflamatério, antiproliferativo e antimicrobiano, tendo sido
ao longo dos anos, uma forte inspiragédo para o design de novos medicamentos (SEIDEL,
2020). Suas caracteristicas estruturais permitem a sintese de analogos sintéticos, os quais vém
demonstrando atividade biologica semelhante aos seus equivalentes naturais, no entanto, com
poténcia aumentada e toxicidade reduzida (JASIM et al., 2021). Sendo assim, devido sua
versatilidade, chalconas naturais e sintéticas tém sido utilizadas no contexto das doengas
negligenciadas entre elas, DC (CAVALCANTE et al.,, 2022; DE BRITO et al.,, 2022;
MAGALHAES et al., 2022; MATOS et al., 2022), leishmaniose (SOUZA et al., 2020) e
maléria (REETA et al., 2019).

Neste trabalho, foram realizados estudos in vitro e in silico com o intuito de
avaliar os efeitos da CPA4NO: sobre células hospedeiras e sobre as formas epimastigotas e
tripomastigotas de cepa Y de T. cruzi, bem como sua interacdo tedrica com as enzimas
cruzaina e tripanotiona redutase.

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada através do ensaio de reducdo do
MTT, utilizando as células hospedeiras LLC-MK2. As mesmas constituem uma linhagem bem
estabelecida para a obtengéo das formas tripomastigotas de T. cruzi, pois possuem boa adeséo
e alto percentual de internalizacdo das formas parasitarias (MEIRA et al., 2015). Sendo assim,
foi observado que CPA4NO> ndo apresentou citotoxicidade. Tal fato pode ser explicado pelo
seu efeito antioxidante, o qual tem relacdo direta com sua estrutura quimica (SULPIZIO et al.,
2016).

Estudos mostraram que a presenca de um grupo —NH: (grupo doador de elétrons)
no anel A de aminofenilchalconas para substituidas apresentaram maior citotoxicidade em
relacdo as orto e meta substituidas. No entanto, a adicdo do grupo —NO2 (grupo retirador de
elétrons) no anel B mostrou efeito inverso, sendo capaz de reduzir a citotoxicidade (IRFAN et
al., 2020; KOZLOWSKA et al., 2019).

Na investigagdo do efeito antiparasitario foi utilizada a cepa Y de T. cruzi,

linhagem que apresenta resisténcia ao BZN, e que constitui um modelo importante para o
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estudo da atividade antichagéasica (MENEZES et al., 2019). Dessa forma, com relagdo as
formas epimastigotas — proliferativas e ndo infectantes, presentes no inseto vetor triatomineo,
CPA4NO:> conseguiu inibir o crescimento parasitario nos trés tempos testados. Embora tenha
apresentado valores inferiores ao BZN, CPA4NO: quando testada sobre as formas
tripomastigotas — ndo proliferativas e infectantes, presentes no hospedeiro vertebrado e que
desempenham papel relevante na fase aguda da DC, mostrou reducgdo da atividade parasitéaria
em quase todas as concentracdes testadas, exibindo um valor de LC50 trés vezes menor que o
apresentado pelo farmaco de referéncia.

De acordo com Matos e colaboradores (2022), a chalcona sintética CPN3NO>
também exibiu efeito significativo sobre as formas tripomastigotas de T. cruzi, indicando que
a presenca do grupo —NOz no anel B parece influenciar positivamente na atividade bioldgica,
aumentado assim a seletividade desses compostos pelo parasito.

Para que uma substancia seja considerada promissora é necessario que apresente
seletividade sobre as células-alvo sem provocar lesdo expressiva sobre as células hospedeiras
(PENA; SCARONE; SERRA, 2015). Sendo assim, quando comparada ao BZN, cuja
seletividade foi maior que 2,04, CPA4NO2 mostrou um IS > 6,19.

Embora o valor encontrado seja inferior ao preconizado pela OMS (NWAKA,;
HUDSON, 2006), a qual recomenda um IS > 50 para que um candidato a substancia
antichagasica seja considerado promissor, este trabalho contribui para o desenvolvimento de
novas moléculas, através da utilizacdo de rotas sintéticas, que apresentem toxicidade reduzida
e maior seletividade pelo protozoario.

A identificacdo de rotas metabdlicas consideradas especificas para o T. cruzi é
uma importante estratégia para o desenvolvimento de inibidores seletivos capazes de causar a
morte do parasito (PALOS et al., 2017). Dessa forma, através do uso de ferramentas
computacionais, como o docking molecular, foi possivel obter informagfes acerca do
mecanismo de interagdo da CPA4NO2 com as principais enzimas envolvidas na sobrevivéncia
do parasito — cruzaina e tripanotiona redutase.

De acordo com as simulagOes realizadas, foi verificado que o complexo
CPA4NO>-cruzaina é formado por interacfes hidrofobicas e por uma ligagcdo =-stacking,
envolvendo os residuos de aminoacidos Phe 39, Leu 40 e Pro 44. Dessa forma, a chalcona em
estudo apresentou uma maior afinidade (-6,7 kcal/mol) pela enzima cruzaina quando
comparada ao BZN e ao inibidor co-cristalizado KB2. Porém, tais interagdes ocorreram em

uma regido diferente do sitio do inibidor KB2.
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No trabalho de Matos e colaboradores (2022), por meio do docking molecular,
também foi observada uma alta energia de afinidade (-6,9 kcal/mol) entre a chalcona
CPN3NO: e a enzima cruzaina, indicando uma interagdo melhor do que com o BZN.

Dando continuidade as simulacdes realizadas, foi verificado que o complexo
CPA4NO:>-tripanotiona redutase é formado por interagdes hidrofobicas e por uma ligacdo de
hidrogénio, envolvendo os residuos de aminoacidos Ala 338, Thr 335, Phe 199 e Thr 52.
Dessa forma, a chalcona em estudo apresentou uma maior afinidade (-7,9 kcal/mol) pela
enzima tripanotiona redutase quando comparada ao BZN e ao inibidor co-cristalizado QUM.
Porém, tais interacGes ocorreram em uma regido diferente do sitio do inibidor QUM.

Segundo De Brito e colaboradores (2022), por meio do docking molecular, foi
observada uma alta energia de afinidade (-7,2 kcal/mol) entre a chalcona BNZTHP e a enzima
tripanotiona redutase, indicando uma interacdo melhor do que com o inibidor QUM.

O BZN €é um dos medicamentos que podem ser utilizados na terapia
antichagasica. Seu mecanismo de acdo ainda ndo é bem elucidado, porém por ser um
composto nitroheterociclico necessita de nitroredutases para exercer seu efeito. Tais enzimas,
como a NTR-1 (nitroredutase tripanossomal tipo 1), uma vez ativadas afetam macromoléculas
importantes para a sobrevivéncia do parasito, sendo também responsaveis por produzir
metabdlitos toxicos, os quais acabam desencadeando efeitos adversos que comprometem a
adesdo do paciente ao tratamento. Além disso, estudos mostram que mutacdes nessas
nitroredutases vem sendo associadas a existéncia de cepas resistentes ao BZN (WILKINSON
et al., 2011; SALES JUNIOR et al., 2017). Desse modo, quando comparada ao farmaco de
referéncia, CPA4NO; pode ser considerada um protdtipo promissor para o desenvolvimento
de novas opcOes terapéuticas para o tratamento da DC, pois foi capaz de reduzir o

crescimento e a viabilidade parasitaria sem causar citotoxicidade em células hospedeiras.
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7 CONCLUSAO

A chalcona sintética CPA4NO; quando testada sobre as células hospedeiras LLC-
MK2 néo foi capaz de causar citotoxicidade. Além disso, a mesma apresentou efeito sobre as
formas epimastigotas, sendo capaz de inibir o crescimento nos trés tempos testados, e sobre as
formas tripomastigotas, sendo capaz de reduzir significativamente a viabilidade parasitaria.

A partir dos estudos envolvendo docking molecular, foi possivel inferir que
CPA4NO2 mostrou uma boa interagdo com as enzimas cruzaina e tripanotiona redutase,
porém em sitios possivelmente alostéricos.

Por fim, este trabalho ressalta o potencial biotecnoldgico das chalconas e seus
analogos sintéticos, evidenciando a necessidade de estudos posteriores com o intuito de tornar

a CPA4NOz um candidato promissor no desenvolvimento de farmacos antichagéasicos.
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