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RESUMO

A Doenga de Chagas (DC), transmitida pelo 7. cruzi, é considerada uma doenga negligenciada
e ainda um grande problema de satde publica. O principal medicamento disponivel para o
tratamento ¢ o benznidazol, que apresenta reagdes adversas graves e pouca eficicia na fase
cronica da DC. Dessa forma, este estudo foi desenhado para investigar o potencial efeito
terapéutico do  derivado  curcumindide = sintético  (1E,4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)
penta-1,4-dien-3-ona (DBAn), contra cepa Y de 7. cruzi utilizando modelos in vitro e in
silico. Inicialmente, foi realizado ensaio de citotoxicidade onde o tratamento de células
LLC-MK2 com DBAn apresentou CCsy, de 1277 + 348, assim como um indice de seletividade
de 36, demonstrando valor 15 vezes maior que o benznidazol. Além disso, DBAn mostrou
atividade inibitéria em todos os trés estagios da vida do 7. cruzi. Nas formas epimastigotas,
DBAn apresentou uma ICs, de 61,81 + 0,83 uM, com valores significativos entre as
concentragoes 62,5 - 1000 uM. Nessas mesmas concentracoes, DBAn apresentou uma LCj,
de 35,46 + 0,23 uM em formas tripomastigotas. Nas formas intracelulares e replicativas do 7.
cruzi, 0o DBAn foi capaz de diminuir a quantidade de células infectadas, bem como o niimero
de amastigotas em todas as concentragdes testadas: 15,6; 31,2 e 62,5 uM. Nos ensaios de
citometria de fluxo, DBAn foi capaz de induzir a produ¢do de EROs (DCFH2-DA); assim
como alteragdes no potencial de membrana mitocondrial (Rho123 - A¥Wm); também foram
analisadas vias indutoras de morte celular, como necrose (7-AAD) e apoptose (Ax/PE), onde
induziu eventos significativos de morte celular nos parasitos. O estudo in silico permitiu
prever que a DBAn ¢ uma molécula lipossolivel e com boa biodisponibilidade oral. No
docking molecular, nossos resultados mostraram interacdes entre DBAn e as enzimas
GAPDH, Tripanotiona Redutase e Cruzaina. Foi observado aumento de valores de energia de
afinidade (AG) comparados ao Bz. Os ensaios de sinergismo entre DBAn ¢ Bz, mostraram
ndo haver citotoxicidade em células LLC-MK2. O efeito combinado de DBAn e Bz, causou
uma notavel reducdo na viabilidade celular em formas epimastigotas e tripomastigotas em
concentragdes > 10 uM. Em suma, este estudo mostrou caracteristicas respeitdveis de DBAn
contra a cepa Y de 7. cruzi, que pode ser desenvolvida em uma molécula lider para o

tratamento da Doenca de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Doenga de Chagas; Derivados da Curcumina; Morte
celular; Sinergismo.



ABSTRACT

Chagas Disease (CD), transmitted by 7. cruzi, is considered a neglected disease and is still a
major public health problem. The main drug available for treatment is benznidazole, which
has serious adverse reactions and little efficacy in the chronic phase of CD. Therefore, this
study was designed to investigate the potential therapeutic effect of the synthetic curcuminoid
derivative (1E,4E)-1,5-bis(4-methoxyphenyl) penta-1,4-dien-3-one (DBAn) against 7. cruzi
strain Y using in vitro and in silico models. Initially, a cytotoxicity test was carried out in
which the treatment of LLC-MK2 cells with DBAn showed a CCs, of 1277 + 348, as well as a
selectivity index of 36, demonstrating a value 15 times higher than benznidazole. In addition,
the curcuminoid derivative showed inhibitory activity in all three life stages of 7. cruzi. In
epimastigote forms, DBAn showed an ICs, of 61.81 + 0.83 uM, with significant values
between concentrations 62.5 - 1000 uM. At these same concentrations, DBAn showed an
LCs of 35.46 + 0.23 uM in trypomastigote forms. In the intracellular and replicative forms of
T. cruzi, DBAn was able to decrease the number of infected cells as well as the number of
amastigotes at all the concentrations tested: 15.6, 31.2 and 62.5 uM. In flow cytometry assays,
DBAn was able to induce the production of ROS (DCFH2-DA); as well as changes in
mitochondrial membrane potential (Rho123 - A¥Ym); cell death inducing pathways were also
analyzed, such as necrosis (7-AAD) and apoptosis (Ax/PE), where the curcuminoid derivative
induced significant cell death events in the parasites. The in silico study allowed us to predict
that DBAn is a liposoluble molecule with good oral bioavailability. In molecular docking, our
results showed interactions between DBAn and the key enzymes of 7. cruzi (GAPDH,
Trypanothione Reductase, Cruzaine).An increase in affinity energy values (AG) was observed
compared to Bz. Synergism tests between DBAn and Bz showed no cytotoxicity in
LLC-MK2 cells. The combined effect of DBAn and Bz caused a notable reduction in cell
viability in epimastigote and trypomastigote forms at doses > 10 uM. In summary, this study
has shown respectable characteristics of DBAn against the Y strain of 7. cruzi, which can be

developed into a leading molecule for the treatment of Chagas disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; Curcumin Derivate; Cell death; Synergism.
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1 INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

1.1 Epidemiologia da Doenca de Chagas

As Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN) sdo causadas por agentes infecciosos
endémicos, principalmente em paises subdesenvolvidos. Uma doenga ¢ considerada
negligenciada quando existe pouco investimento no desenvolvimento de novos farmacos,
vacinas, métodos diagnosticos e ineficacia de programas de controle. Dados da Organizagao
Mundial de Satde (OMS) revelam que mais de um bilhdo de pessoas estejam acometidas por
alguma dessas doencas, predominantemente em regides tropicais e areas subtropicais entre as

populacdes mais vulneraveis e marginalizadas (OMS, 2020; ENGELS; ZHOU, 2020).

No inicio do ano de 2021, a OMS langou um roteiro para as DTNs para o periodo de
2021-2030. Esse documento tem como objetivo a prevengdo, controle, eliminacdo ou
erradicacdo desse grupo de vinte doengas, entre elas a Doenga de Chagas (DC). Apesar dos
avancgos dos Ultimos anos, essas doengas ainda persistem, tornando-se um problema global na

satde publica e consequentemente sobre o desenvolvimento social e econdémico (OMS, 2020).

A doenca de Chagas faz parte do grupo das DTN’s, sendo considerada um grande
problema mundial por causar um grande impacto na saude publica, principalmente em paises
da América Latina. O aumento de casos de DC nas ultimas décadas esté relacionado com a
migracdo populacional entre a América Latina e os demais paises ao redor do mundo. A DC
deixou de ser uma doenca endémica, restrita a areas rurais para se tornar uma doenca de
carater urbano (MILLS, 2020). A crescente urbaniza¢cdo juntamente com a mobilidade
populacional possibilitou a entrada do agente causador da doenga de Chagas, Trypanosoma
cruzi (TC), em diferentes regides geograficas, além da possibilidade de novos meios de
transmissao além da vetorial, como por exemplo transfusdao sanguinea, transplante de 6rgaos e

por via congénita (COURA, 2015).

Apds um século de sua descoberta, a DC continua sendo um problema de saude
publica. Apesar disso, muitos paises possuem estratégias para controle e prevencdo na
tentativa de reduzir o numero de casos de doenga de Chagas, porém nao conseguiram atingir

todas as metas propostas (OMS, 2022).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2023), estima-se que
aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas possam estar com DC no mundo, sendo mais

disseminada em areas endémicas em 21 paises do continente americano: Argentina, Belize,
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Bolivia, Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa,
Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicaragua, Panamd, Paraguai, Peru, Suriname,
Uruguai e Venezuela (CHUIT et al., 2019; PERES-MOLINA, 2018). A Figura 1 mostra a
distribuicao global de casos de DC, no periodo de 2006-2019 (OMS, 2020).

Figura 1 - Distribui¢@o dos casos da doenga de Chagas notificados a OMS, em todo o mundo, 2006-2019.

Bl oo B co-ss00 90 000-899 999 ~900 000 Il semdados [ Nao aplicivel

Fonte: Adaptado de OMS, 2020.

No continente americano, a DC apresenta uma incidéncia anual média de 30.000
novos casos, 12.000 mortes por ano e 8.000 recém-nascidos infectados durante a gestacao.
Estima-se que cerca de 70 milhdes de pessoas nas Américas vivem em areas de exposicao e
correm o risco de contrair esta doenc¢a, ocasionando cerca de 7.000 obitos por ano na América

Latina (PAHO, 2022).

Estima-se que haja no Brasil, pelo menos um milhdo de pessoas infectadas pelo vetor
causador da DC, Trypanosoma cruzi (TC). Em 2020, entre os meses de margo e agosto, foram
registrados 1.746 dbitos, tendo como causa basica a DC, predominando nas regides Sudeste e

Nordeste. Ainda no mesmo ano, a regido Norte do Brasil apresentou a maior taxa de
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incidéncia da DC, confirmados 146 novos casos, com uma letalidade de 2% (3/146)

(BRASIL, 2021).

O estado do Ceard registrou, entre os anos de 2015 - 2020, 1.062 amostras positivas
para DC. De acordo com Laboratério Central de Saude Publica do estado do Ceard (LACEN),
essa positividade variou 3%. Foram registrados, no mesmo periodo, 326 6bitos (CEARA,
2021). Apesar dos niimeros de casos estarem diminuindo, ainda existe o risco de transmissao
vetorial da DC nos municipios cearenses, por apresentar uma vasta cobertura vegetal e uma
area rural com habitacdes e condigdes sanitdrias bastante precérias, propiciando o
aparecimento do vetor da DC. A figura 2 mostra a estratificagdo de risco para DC dos

municipios cearenses (CAVALCANTI et. al., 2009; CEARA, 2021).

Figura 2 - Estratificacdo dos municipios cearenses conforme o risco de transmissdo vetorial da doenca de

Chagas.

Estratificacdo de Risco

B Alto (64 - 34,8%)

B Médio (69 - 37,5%)
Baixo [51 - 27,7%)

Fonte: Boletim das Doengas Tropicais Negligenciadas (CEARA, 2021).
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1.2 Doenca de Chagas

A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana foi descrita pela primeira vez em
1909 pelo médico brasileiro e pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz, Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas (1878-1934), ganhando um importante destaque na histéria da medicina,
sendo considerada uma descoberta inédita com a identificagdo do vetor, do parasito causador
da doenga, do hospedeiro, quadro clinico da doenga, descrevendo também aspectos
epidemiologicos e o impacto dessa doenga em seres humanos (COURA;

BORGES-PEREIRA, 2010).

1.2.1  Transmissao da doenga de Chagas

O agente causador da DC, Trypanosoma cruzi (TC), é um protozoario hemoflagelado
pertencente a seguinte classificagdo taxonoémica: dominio Eukarya, reino Protista, sub-reino
Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma subgénero Schizotrypanum

e espécie T. cruzi (MOMEN, 1999).

O T cruzi ¢ transmitido principalmente pelo inseto triatomineo, popularmente
conhecido pelo nome de barbeiro. Tem como habitat natural o ambiente silvestre, porém
devido ao desmatamento foi possivel sua disseminagdo podendo ser encontrado também em
ambiente peridomiciliar e domiciliar, principalmente em casas ou cabanas de pau-a-pique.
Esses insetos sdo hematdfagos, possuem habitos noturnos e sua vida média ¢ de dois anos

(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

As espécies de triatomineos que transmitem o 7. cruzi incluem: Panstrongylus
megistus, Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma barberi, Triatoma infestans, sendo
este ultimo a espécie mais importante da América do Sul e Triatoma brasiliensis, encontrado
normalmente no Brasil (RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012). Durante
muitos séculos, esses vetores foram responsaveis por transmitir o parasito para diversas outras
espécies como marsupiais, roedores e primatas (COURA; VINAS, 2010). Em um estudo
realizado nos cinco biomas brasileiros, entre 1992 e 2017, constataram alta parasitemia de 7.
cruzi no quati Nasua nasua, em algumas espécies de gambds, no macaco-prego: Sapajus
libidinosus e no mico-ledo-dourado: Leontopithecus rosalia (JANSEN; XAVIER; ROQUE,
2018).



23

1.2.2  Vias alternativas de transmissdo

Com o processo de urbanizacdo, apareceram novas formas de transmissdao da DC,
como por exemplo a transmissdo por transfusdo sanguinea. Assim, em 1969, foi instituida a
obrigatoriedade da triagem sorologica para doenga de Chagas nos bancos de sangue do Brasil
(BRASIL, 2011). Outra necessidade esta no controle de transplante de 6rgaos, como também
a inclusdo de um diagnostico diferencial e tratamento especifico para a DC (CONNERS et al.,
2016). A via transfusional ¢ dependente de varios fatores, como a presenca do parasito no
sangue, estado imunologico do receptor, além da cobertura da triagem e da sensibilidade dos

testes sorologicos (COURA, 2015).

Outras formas de transmissdo também ja foram relatadas: transmissdo congénita
(transmissao do tipo vertical da mae chagasica para o filho durante a gravidez) (KLEIN et al.,
2020); coinfeccdo pelo TC por portadores de HIV (GUIDETTO et al., 2019); de forma
acidental, durante a manipula¢do em laboratdrios e por doador infectado durante transplante
de orgidos (COURA, 2015). Ainda existe a possibilidade de transmissdo do TC pela via

sexual, sendo ja descrita em camundongos € em humanos (GOMES et al., 2019).

Devido a urbanizagdo e ao desmatamento, houve um maior contato dos humanos
com os insetos transmissores da doenca de Chagas alterando a distribui¢dao das espécies de
triatomineos, aumentando o risco de transmissdo por via oral (ALARCON DE NOYA; NOYA
GONZALES, 2019). Acredita-se que a transmissdo oral deve-se a ingestio de liquidos ou
alimentos contaminados como agai, sucos e caldo de cana. Essa contaminagdao pode ser
através das fezes de barbeiros ou pela presenga de vetor contaminado, durante o preparo
desses alimentos (FILIGHEDDU; GORGOLAS; RAMOS, 2017; VELASQUEZ-ORTIZ,
2020).

Um estudo de revisao sistematica em publicagcdes de 1968 a 31 de janeiro de 2018,
relatou a ocorréncia de 2.470 casos de infec¢do oral da DC aguda na América Latina, sendo
2.040 desses casos somente no Brasil (BRUNETO et al., 2021). Em 2015, o Ministério da
Saude publicou uma série historica sobre a DC no Brasil, compreendendo o periodo de 2000 a
2013, onde a forma de transmissao oral foi a mais frequente correspondendo a 68,9%, seguida
pela transmissdo vetorial (6,4%) dos casos de DC (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Em
2006 foi notificado e confirmado no municipio de Redengdo, no Ceard, o primeiro caso de
contamina¢do por vir oral em 8 individuos de uma mesma familia (CAVALCANTI et al.,

2009).
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1.3 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi possui trés formas de vida de acordo com seu estagio de desenvolvimento:
epimastigota, tripomastigota e amastigota. Suas diferengas compreendem alteragdes
morfoldgicas, metabolicas e na expressdo génica. A forma epimastigota ¢ encontrada no
intestino do inseto vetor, sendo a forma de multiplicacdo extracelular, enquanto a
tripomastigota caracteriza-se por ser a forma infectante, presente no inseto vetor
(tripomastigotas metaciclica) e no hospedeiro vertebrado (tripomastigota sanguinea). A forma
amastigota ¢ encontrada no interior das células do hospedeiro vertebrado (Figura 3) (LOPES

et al.,2010; PEREZ-MAZLIAH, 2021).

Figura 3 - Morfologia das trés formas de vida do T. cruzi.
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Legenda: (a) epimastigotas; (b) tripomastigotas e (c) amastigotas. Imagens com base em micrografias de

microscopia eletronica de varredura e transmissao.

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA et al, 2012.

Outras formas de vida do 7. cruzi foram observadas de forma transitéria entre seus
estagios evolutivos: A esferomastigota presente no intestino do inseto, a epimastigote-like
presente no citoplasma das células infectadas do hospedeiro vertebrado e ainda duas formas
diferentes de tripomastigotas: delgada e larga, ambas presentes no sangue periférico dos

mamiferos (ALMEIDA-DE-FARIA et al., 1999; TYLER; ENGMAN, 2001).

A superficie celular dos tripanossomatideos pode ser considerada composta por trés
estruturas: o glicocélice, a bicamada lipidica e os microtiibulos subpeliculares. Além dessas

estdo distribuidas ao longo da membrana proteinas tais como, transialidase, mucinas e a
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familia Tc85. Possuem um unico flagelo cuja funcdo ¢ permitir o movimento da célula e
fixagdo do protozoario a superficie das células do hospedeiro vertebrado. Formados por 9
pares de microtubulos periféricos e um par central que surgem de uma invaginacdo da
membrana plasmatica. Em seu ntcleo possui uma cromatina dispersa, um nucléolo localizado
centralmente, e ainda durante a mitose ha o aparecimento de pequenas placas densas, sendo

10 no T, cruzi (SOUZA, 2009; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2019).

O parasito possui uma estrutura dentro de sua mitocondria denominada cinetoplasto,
formado pela condensacdo de DNA extranuclear (K-DNA), podendo chegar a 10 a 15% do
DNA total da célula. O cinetoplasto ¢ organizado por genes que formam estruturas
moleculares chamadas de maxcirculos e minicirculos. Esses minicirculos codificam pequenos
RNAs guias (RNAg) importante no processo de transcrigdo realizado a partir dos
maxcirculos. A importancia desses minicirculos reside na capacidade de agir como um fator
mutagénico ao se incorporar ao genoma do hospedeiro (JUNQUEIRA et al., 2005;
CALLEJAS-HERNANDEZ, 2021).

O glicossomo presente no 7. cruzi € uma organela importante por armazenar enzimas
importantes da via glicolitica (QUINONES et al., 2020). Também possuem uma organela
acida denominada de acidocalcisomas, relacionadas aos lisossomos ricas em polifosfato, sdo
as principais reservas intracelulares de Ca** (DO CAMPO; HUANG, 2021). Os
reservossomos sao estruturas localizadas na parte posterior do 7. cruzi, mais predominante nas
formas epimastigotas, cuja fun¢do ¢ armazenar e degradar moléculas oriundas do processo de
endocitose (LOSINNO et al., 2021). O complexo formado pelo complexo de golgi e reticulo
endoplasmatico presente no 7. cruzi, constituem um alvo importante para diversas drogas
anti-chagéasicas resultando em alteracdes em sua estrutura. Outras estruturas presentes no 7.

cruzi podem ser compartilhadas com os demais seres eucariotos (ZUMA et al., 2021).

1.3.1  Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O T cruzi possui um ciclo de vida bastante complexo, abrangendo uma fase que
ocorre no vetor e outra que ocorre no hospedeiro. A fase que ocorre no inseto triatomineo se
inicia quando ao picar o hospedeiro infectado, ingere formas tripomastigotas presentes no
sangue circulante. Ao chegar no intestino médio do inseto, as formas tripomastigotas se
diferenciam em formas epimastigotas por fissdo binaria, em seguida migram para o intestino

posterior € o reto onde se transformam em formas tripomastigotas metaciclicas, as quais sdao
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liberadas nas excretas desses insetos. Essa forma infectante pode ser inoculada durante o
repasto sanguineo no hospedeiro através de lesdo ou injuria na pele ou mucosas integras

(RASSI Jr; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012; PEREZ-MAZLIAH, 2020).

A fase no hospedeiro comeg¢a quando ao cogar a regido proxima onde ocorreu a
deposi¢do dos excrementos juntamente das formas tripomastigotas metaciclicos, estas
acessam mais facilmente a circulagdo sanguinea e infectam células-alvo, onde completam sua
diferenciagdo em formas amastigota. Apos a replicagao intracelular por fissdo bindria, a forma
amastigota se diferencia em tripomastigotas lizando a célula infectada, em seguida essas
formas podem invadir tecidos vizinhos ou se disseminar pela corrente sanguinea ou linfatica
infectando tecidos e oOrgdos mais distantes (RASSI Jr; RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012; PEREZ-MAZLIAH, 2020).

Um artigo revisou o ciclo celular do 7. cruzi, mostrando outras formas morfolégicas,
além das formas tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas. Ainda no triatomineo, formas
amastigotas presentes no intestino do vetor, diferenciam-se em formas esferomastigotas que
se transformam em epimastigotas. No hospedeiro mamifero, amastigotas podem se tornar
metabolicamente quiescentes, o qual pode permanecer por um longo periodo em tecidos
infectados, retornando ao ciclo celular posteriormente restabelecendo a infeccdo. Formas
tripomastigotas podem apresentar duas morfologias: delgada, sendo mais infecciosa
determinando parasitemia mais precoce € a forma larga que, apesar de ser menos infecciosa,
sdo mais resistentes a anticorpos. Outra morfologia chamada zoid, consiste na diferenciagao
dos tripomastigotas metaciclicos resultando em amastigotas e um zoid que ¢ degradada
rapidamente pela célula hospedeira, envolto um vactolo parasitoforo (Figura 4)

(MARTIN-ESCOLANO et al., 2022).

Mais especificamente, o momento fundamental da infeccao pelo 7. cruzi ocorre
quando formas tripomastigotas invadem as células imunes do hospedeiro, desencadeando o
fluxo de calcio nessas células, ativando diversas vias de sinalizacdo. Para que seja possivel a
invasdo nessas células, o 7. cruzi possui proteinas de superficie poliméricas ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI), como trans-sialidases, mucinas e outras, para que assim ocorra
a ligagdo e a internalizacdio na célula hospedeiras (CARDOSO; REIS-CUNHA;
BARTHOLOMEU, 2016). Essas proteinas além de contribuirem para a prote¢do do 7. cruzi,
favorecem a persisténcia da infeccdo tanto no inseto vetor quanto no hospedeiro mamifero

(BALOUZ et al., 2019).



Figura 4 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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1.3.2  Variabilidade genética do Trypanosoma cruzi
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O T cruzi possui diversas cepas circulantes na natureza, entre elas: Y, Sylvio X10 e

CL Brener, sendo observada variabilidade genética entre elas (FRANZEN et al., 2011). Um

dos critérios para caracterizacdo dessas cepas, refere-se a unidades de tipagem discreta

(DTUs). A tultima classificagdo publicada recomenda a caracterizacdo do 7. cruzi em sete

(DTUs), TcI-TcVI e Tcbat, baseado em sua genotipagem. Com o estudo dessas DTUs

¢

possivel identificar a diversidade genética, o conhecimento populacional do 7. cruzi e suas

caracteristicas epidemiologicas. Além disso, auxilia na identificagdo de fatores que possam ter

um valor prognoéstico na evolugdo da DC. Também ¢ importante considerar essa variabilidade

genética do 7. cruzi durante a testagem de novos medicamentos antichagésicos (ZINGALES,

2018).
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Em um estudo realizado em 2016 em mais de 6.000 cepas, mostrou a diversidade
genética do 7. cruzi mais proxima da realidade. Na figura 5 € possivel observar a distribuicao
aproximada dos sete DTUs de 7. cruzi amplamente distribuidos nas Américas. A cepa Tcl foi
mais prevalente em todo o continente americano (BRENIERE; WALECKX; BARNABE,
2016). Outro estudo realizado no Estado de Pernambuco, Brasil, caracterizou as DTUs de T
cruzi em triatomineos, revelando 70,59% do genotipo Tcl, detectado em todas as espécies de
triatomineos identificadas (SILVA et al., 2022). Nielebock e colaboradores (2020),
identificaram o gendtipo Tcll em 92,9 % dos pacientes brasileiros com doenga de Chagas
cronica, nascidos nas regides Sudeste e Nordeste, associando-os a pacientes que evoluiram

com insuficiéncia cardiaca ou parada cardiaca subita.

Figura 5 - Distribui¢o geral das DTUs (TcI-TcVI e Tcbat) nas Américas.
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1.4 Resposta imune na doeng¢a de Chagas

A presenca do T cruzi ocasiona uma resposta imune inata no hospedeiro, com a
estimulacdo dos receptores intracelulares tipo toll (TLRs) 7 e 9, seguidos pela producdo de
citocinas pro-inflamatorias: interferon-y (IFN-y), Interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose
tumoral-a. (TNF-a). Células da imunidade inata, macrofagos, células dendriticas e células
Natural Killer (NK), sdo capazes de detectar e reconhecer padrdes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs), através de receptores em sua superficie como as proteinas
transmembrana denominadas de receptores do tipo Toll (TLR). Essas moléculas de superficie
conseguem identificar moléculas no 7.cruzi atuando como agonistas de receptores TLR,
produzindo 6xido nitrico, citocinas € quimiocinas pré-inflamatérias. Além disso, ocorre a
resposta imune adaptativa, havendo participagdo de células T CD4" ¢ T CDS8" ¢ producao de
anticorpos pelos linfocitos B. Todas essas células da imunidade inata ou adaptativa podem
favorecer a resisténcia do hospedeiro (RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012;
CARDILLO et al., 2015).

A infecgdo por 7. cruzi provoca a geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs),
produzidos por células fagociticas como os macréfagos. Esses EROs ligam os sistemas
imunoldgico inato e adaptativo, também sdo considerados reguladores criticos da produgdo de

citocinas em resposta a infec¢do por 7. cruzi MACHADO et al., 2012).

Durante a fase aguda da doenca de Chagas humana, sdo ativadas células como
macrofagos, células dendriticas e produgdo de anticorpos pelo linfocito B (plasmocitos). Essa
ativacdo leva ao controle da parasitemia, vista nas fases tardias da fase aguda e ao longo da
fase cronica. Essas células produzem citocinas que ativam células da imunidade adaptativa. A
Interleucina 10 (IL-10) tem participagdo importante na expansao e ativagdo funcional das
células T CD4" ¢ T CD8" durante a infecgdo aguda pelo 7. cruzi, diminuindo assim o dano
tecidual e permitindo que a doenca entre na fase cronica (Figura 6) (PINO-MARTINEZ et al.,
2019).

Apesar dessa resposta inicial ser possivel o controle da parasitemia tecidual, o 7.
cruzi consegue escapar, nao sendo eliminado totalmente, assim apds um periodo de laténcia, a
doenca progride para a fase cronica da DC. Acredita-se que a persisténcia do 7. cruzi e sua
evasao do sistema imune ocorre devido a moléculas imunomoduladoras liberadas pelo proprio

parasito, a variabilidade de seus antigenos de superficie, o mimetismo molecular e a



30

resisténcia ao sistema complemento (FLAVIA; FREIRE-de-LIMA; MORROT, 2015). Esse
ambiente inflamatorio na fase cronica esta associado a manutencgdo da forma indeterminada e
as formas sintomaticas (cardiaca e digestiva) (ANDRADE, GOLLOB, DUTRA, 2014). Além
disso, as formas infecciosas do 7. cruzi (tripomastigota metaciclico e tripomastigota

sanguineo) apresentam diferengas na resposta imune durante a infec¢do (GUTIERREZ et al.,

2021).

Figura 6 - Resposta imune na evolugdo clinica da Doenga de Chagas.
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Fonte: Adaptado de Andrade, Gollob, Dutra, 2014.

Um estudo investigou a relagao da resposta imune com diferentes tipos de cepas de
T cruzi (Tcl, Tcll ou TeVI). Os resultados mostraram que a cepa Tcl apresentou baixos niveis
de citocina nos estagio iniciais de infec¢do, com um leve aumento na fase tardia. Com a cepa
TcIl ocorreu o oposto. A cepa TcVI, apresentou um perfil intermedidrio. Esses dados
demonstram a influéncia na resposta imune em diferentes genotipos do 7. cruzi (DA

SILVEIRA-LEMOS et al., 2021).
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1.5 Progressao clinica da doenca de Chagas

A DC compreende uma fase aguda e uma fase cronica, com diversos sintomas
clinicos relacionados de acordo com a evolugao clinica da doencga. Fatores como variabilidade
genética, viruléncia e infecgdes mistas, associados ao parasito, assim como fatores
socioambientais, estado imunoldgico, idade e sexo relacionado ao hospedeiro, podem
influenciar o curso do desenvolviemnteo da doenca (ZINGALES et al., 2012; LEWIS et al.,
2016).

Na fase aguda ocorre o periodo de incubagdo do parasito, associado a uma alta
parasitemia e invasdo de diversos tecidos, juntamente associado a sintomas que podem
persistir por até 90 dias. Apesar dessa fase ser geralmente assintomatica, cerca de 30% dos
casos podem desenvolver lesdes em 0Orgaos como coragdo, sistema digestivo e nervoso.
Outros sintomas incluem: febre prolongada, mal-estar, inchago do figado, bago e linfonodos,
edema subcutineo localizado ou generalizado. Os sinais de porta de entrada da inoculagdo do
T. cruzi pelo barbeiro na pele do homem, ocasionando o chagoma, caracterizado pelo eritema,
inchago e sinal de Romana, ¢ caracterizado como uma oftalmia unilateral com edema indolor
das duas palpebras (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; RASSI JR; RASSI; MARCONDES
DE REZENDE, 2012). A principal causa de morte nessa fase se caracteriza pelo aparecimento

de meningoencefalite e miocardite (BERN, 2015).

Apos o término da fase aguda, os pacientes podem apresentar uma forma
indeterminada da doenca. Geralmente os pacientes acometidos sdo assintomaticos, com um
bom progndstico, requerendo um acompanhamento para evitar desenvolvimento da forma

grave (HASSSLOCHER-MORENO et al., 2021).

J4

A fase cronica ¢ caracterizada de acordo com as formas clinicas apresentadas e
sintomas que aparecem apos 10 a 30 anos do inicio da infec¢do. Na forma cardiaca pode
ocorrer miocardite cronica, disturbios no sistema de condugdo cardiaco (bloqueio
intraventricular e atrioventricular, disfuncdo no nédulo sinusal e arritmia ventricular),
causando instabilidade elétrica (arritmia atrial), redu¢do da contratilidade (trombose
intracavitaria e insuficiéncia cardiaca) e disturbios microvasculares que podem resultar em
morte subita. Alteragdes no sistema nervoso intracardiaco podem causar dor toracica atipica e
também morte stibita (ECHAVARRIA et al., 2019). Pacientes que desenvolvem a forma
digestiva apresentam dilatacdo do esdfago e/ou colon (megaesdfago e/ou megacdlon). O
comprometimento do esdfago inclui a perda do peristaltismo esofagico e falta de relaxamento

do esfincter inferior durante a degluticdo, causando progressiva dilatagdo do orgdo. A
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disfuncdo esofagica pode ser associada com alteragdes no transito intestinal (DANTAS,

2021).

Durante a fase aguda da DC, o diagnostico ¢ feito através de exames parasitoldgicos:
observagdo direta no sangue, hemocultura ou extensdes sanguineas coradas, devido a elevada
parasitemia nessa fase. Para a fase cronica, utiliza-se testes soroldgicos como ensaios de
imunofluorescéncia, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e ensaios de
hemaglutinagdo indireta, para detec¢ao de anticorpos IgG produzidos na presenca de 7. cruzi
(RASSI, RASSI E MARCONDES DE REZENDE, 2012; SANCHEZ-VEGA et al., 2020;
ECHAVARRIA et al., 2020). O teste de PCR ou RT-PCR também ¢ utilizado para auxiliar no
diagnéstico quando a sorologia é considerada inconclusiva (Figura 7) (RAMIREZ, 2019).

Figura 7 - Tempo para diagnodstico da Doenga de Chagas e progressao do estado clinico.
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Fonte: Adaptado de (ECHAVARRIA et al., 2020).
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1.6 Terapia medicamentosa da Doenca de Chagas

Para o tratamento da DC, existem duas drogas, introduzidas nos anos 60 e 70,
respectivamente: O nifurtimox (Nx) (3-metil-4(5'-nitrofurfurilideno-amino) tetrahidro
-4H-1,4-tiazina-1,1-di6xido), lancado pela Bayer, e benznidazol (Bz)
(N-benzil-2-nitroimidazol-acetamida) do laboratério Roche. Esses farmacos sdo compostos
nitro-heterociclicos, sendo o Nx com um grupo nitro ligado ao anel furano, enquanto o grupo

nitro do Bz esta ligado ao anel imidazol (Figura 8) (COURA, 2009; STERVEDING, 2014).

Figura 8 - Estrutura quimica dos farmacos existentes para a terapia da doenca de Chagas, Benznidazol (A) e

Nifurtimox (B).

A B

Fonte: STERVEDING, 2014

O Bz ¢ o farmaco indicado pelo Ministério da Saude para o tratamento da doenga de
Chagas na maioria dos paises endémicos, inclusive no Brasil (COURA; BORGES-PEREIRA,
2010). O mecanismo de ag¢do do Bz, apesar de ndo estar totalmente elucidado, pode esta
relacionado ao fato desta molécula servir como uma pro-droga sendo seu grupo nitro (NO,)
reduzido a um grupo amino (NH,) pelas enzimas nitroredutases, com isso, ha formagao de
intermediarios reativos (nitro radicalar (R-NO,) e hidroxilamina (R-NHOH)). No caso do Nx,
o radical nitro entra no ciclo redox com o oxigénio molecular. Além disso, o anion superdxido
(O,) formado é metabolizado pela superoxido dismutase (SOD), produzindo perdxido de
hidrogénio (H,0,), seguido da formacdo de hidroxila (OH) livre. Tanto os intermedidrios
reativos, quanto os radicais livres se ligam as macromoléculas, como lipidios, proteina e
DNA, causando danos ao material genético do parasito. No parasito, tripanotiona (T(SH), e
glutationa (GSH) se conjugam a metabolitos eletrofilicos produzindo conjugados droga-tiol,
sendo metabolizados posteriormente. A oxidacdo da T(SH), ¢ GSH conseguem ainda
neutralizar radicais livres. Por possuir niveis reduzidos de enzimas antioxidantes, o 7.cruzi

tem a capacidade limitada de detoxificar Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), produzidos
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apés contato com o Bz (Figura 9) (MAYA et al, 2007; DATTANI et al., 2021;
LOSADA-GALVAN et al., 2021).

Figura 9 - Mecanismo de agdo proposto do Benznidazol e Nifurtimox.
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Fonte: Adaptado de MAYA et al., 2007.

O Nx por ser considerado mais toxico que o Bz, desde 1980, foi descontinuado em
diversos paises da América do Sul, apresentando diversos efeitos colaterais, tais como:
anorexia, perda de peso, alteragdes psiquicas, manifestacdes digestivas, sonoléncia ou
excitacdo, nauseas, vomitos, diarréia, hipersensibilidade, dermatite, linfadenopatia. Ainda
hoje o Bz ¢ utilizado como primeira escolha para o tratamento da DC, apesar de também ter
sido relatado sintomas de hipersensibilidade, dermatite, erupgdes cutineas, edemas, dores
articular e muscular, depressao da medula dssea, purpura trombocitopénica, agranulocitose,

polineuropatias (LOSADA-GALVAN et al., 2021).

A baixa solubilidade do Bz associado com um tratamento prolongado de altas doses,
contribuem para o aparecimento dessas reacdes adversas (BERMUDEZ et al., 2016). Tanto o
Nx como o Bz possuem uma atividade significativa durante a fase aguda da DC, essa eficacia
pode variar ainda com diferentes niveis de viruléncia e parasitismo, como também em uma
fase mais tardia, como durante a fase cronica, onde esses medicamentos apresentam eficacia

insatisfatoria (KRATZ, 2019).

Assim hé necessidade de se testar novas substincias promissoras para o tratamento
dessa doenca, principalmente durante a fase cronica. Contudo, essa busca deve estar baseada
no planejamento racional de novos fAirmacos, associado ao controle, prevengdo e evolucao da

DC (SOEIRO; CASTRO, 2009). Além da possibilidade de existirem cepas de 7. cruzi
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resistentes aos medicamentos convencionais, ocorre ainda problemas relacionados a
deficiéncia dos sistema de saude, infraestrutura limitada, que favorecem o aumento dessa

resisténcia e a ineficacia do tratamento (CLAYTON, 2010; LIMA et al., 2023).

1.7 Desenvolvimento de novos farmacos contra Trypanosoma cruzi

Apesar dos esforcos e estratégias para erradicar a DC, é importante a busca por um
novo arsenal quimioterapico, para impedir sua progressao e diminuir os riscos de transmissao.
A busca de novas moléculas ¢ uma tarefa bastante ardua, pois necessita de comprovagao de
sua eficacia, poténcia e seguranca para se tornar uma droga ideal (PAUCAR;

MORENO-VIGURI; PEREZ-SILANES, 2016; PEREZ-MOLINA et al., 2021).

Uma das possibilidades que contribuem para o desenho de novas moléculas, ocorre
através da triagem virtual, como o docking molecular. Essa tecnologia contribui para a
identificacdo de novas moléculas e possiveis ligacdes em proteinas-alvo. O objetivo é prever
como ocorrem essas interagdes entre o complexo ligante-proteina (FEINSTEIN;

BRYLINSKI, 2015; SULIMOV et al., 2021).

O desenvolvimento de novos farmacos ¢ baseado em diferentes estratégias, como o
desenho de moléculas que atuam em algum alvo especifico, como enzimas, proteinas ou
DNA. No caso de parasitos, o alvo pode estar envolvido em fungdes vitais ou em sua
infectividade. Com a compreensao da bioquimica do 7. cruzi foi possivel a descoberta de
diversos alvos terapé€uticos, principalmente a pesquisa de novas drogas que sdo capazes de
inibir enzimas importantes para o metabolismo do parasito, com isso interferindo em sua
sobrevida (URBINA, 2010; FRANCISCO et al., 2020, BELTRAN-HORTELANO et al.,
2022).

Diversos estudos ja permitiram a identificacdo de diversas enzimas consideradas
como alvos de novas drogas anti 7. cruzi: tripanotiona redutase (BATTISTA et al., 2020), as
cisteino-proteases (SIQUEIRA-NETO et al., 2018), a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) (DE MENEZES et al., 2019), sirtuinas (MATUTINO-BASTOS et al, 2020) e
cruzainas (HERRERA-MAYORGA et al., 2019).
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1.8 Enzimas alvos do Trypanosoma cruzi
1.8.1  Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)

A GAPDH ¢ uma enzima presente nos glicossomas do 7. cruzi, importante na
produgdo de energia, presente na via glicolitica a qual converte o D-gliceraldeido-3-fosfato
em 1,3-bisfosfoglicerato, através da fosforilagdo oxidativa, na presenca de NAD" e fosfato
inorganico. Ela ¢ tetramérica, com subunidades idénticas (359 residuos) e massa molecular de
156 kDa (RIVERA et al., 2009). A inibi¢ado da GAPDH altera o metabolismo energético ¢ a
producdao de ATP (Trifosfato de adenosina), importantes para o ciclo de vida do parasito

(Figura 10) (PARIONA-LLANOS et al., 2015).

Figura 10 - Estrutura 3D da GAPDH do 7. cruzi (A). Reagéo catalisada pela GAPDH (B).
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Fonte: (A) Imagem do RCSB PDB (rcsb.org) do PDB 1K3T (PAVAO et al., 2002). (B) Adaptado de PATRICK,
2020.

Diversos estudos ja evidenciaram a GAPDH como sendo um alvo preferencial na
busca de inibidores em produtos naturais. A chalepina ¢ uma cumarina que se liga a um sitio
especifico da GAPDH, complexo esse mostrado através de técnicas cristalograficas de
raios-x. Assim ¢ possivel a busca de drogas anti-chagésicas que possam inibir a GAPDH
tendo por base a chalepina, sendo possivel a otimizagdo e aperfeicoamento dessa nova
molécula (Figura 10) (RIVERA et al., 2009). Além disso, essa enzima apresenta similaridade
estrutural quando comparada a enzima GAPDH humana de aproximadamente 45 %
(identidade sequencial) e, por isso, podem ser investigadas para a inibicdo seletiva dos

parasitos (FREITAS et al., 2009).
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1.8.2  Cruzaina

A cruzaina ¢ uma protease composta por cisteina, expressa como cruzipaina ou
GP57/51, presente em todas as fases do ciclo do 7. cruzi. Seu sitio ativo ¢ formado por 215
residuos de aminoacidos, possui interacdes hidrofobicas com Trp 177 (triptofano). Essa
protease ¢ essencial para o ciclo de vida do parasito e sua patogenia, sendo relacionado a
diversos mecanismos de adaptacdo. Essa enzima permite que através de um determinado
mecanismo, o parasito consegue escapar do sistema imune do hospedeiro. Além disso, esta
relacionada na invasdo e destrui¢do de tecidos, capacidade do parasito migrar para locais
especificos para o crescimento e desenvolvimento, além de adquirir nutrientes essenciais que
garantem a sobrevivéncia e proliferacio para manutengdo da infeccdo (Figura 11)

(FERREIRA; ANDRICOPULO, 2017; BARBOSA DA SILVA et al., 2019).

Figura 11 - Estrutura 3D da cruzaina do T cruzi.

Fonte: Imagem do RCSB PDB (rcsb.org) do PDB 3IUT (BRAK et al., 2010).

1.8.3  Tripanotiona redutase (TR)

A tripanotiona redutase ¢ uma enzima composta por 484 residuos de aminodacidos.
Sua acdo consiste na oxi-redugdo da tripanotiona. A TR ¢ essencial para os
tripanossomatideos evitar danos mediados por espécies reativas de oxigénio (EROs). A
atividade antichagésica esté relacionada a inibicdo dessa enzima juntamente com a liberagao
de radicais superoxido no interior do parasito (RIVERA et al., 2009). A TR ¢ considerada um
otimo alvo para a busca de novas drogas anti 7. cruzi. Para o desenvolvimento de novas
drogas que possam inibir a TR € necessdrio levar em consideragdo o planejamento desse

farmaco tendo por base a estrutura do substrato, deve ser capaz de formar radicais livres e
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impedir a formagdo de dimeros da TR, uma vez que sua forma ativa ¢ dimérica (Figura 12)

(VASQUEZ et al., 2017; MENDONCA et al., 2018).

Figura 12 - Estrutura 3D da TR do T. cruzi (A). Reagao catalisada pela TR (B).

Tripanotiona redutase
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Fonte: (A) Imagem do RCSB PDB (rcsb.org) do PDB 1GXF (SARAVANAMUTHU et al., 2004). (B) Adaptado
de BELTRAN-HORTELANO; PEREZ-SILANES S; GALIANO, 2017).

A TR possui semelhanga estrutural com a enzima glutationa redutase (GR) em
humanos, 41% da sequéncia de aminodcidos homologos, esse ¢ um fator importante a se
considerar no momento da busca ou desenho de novas moléculas capazes de inibi-la. Com
isso, a molécula inibidora deve ser capaz de inibir seletivamente apenas a enzima do parasito
sem interferir na GR dos mamiferos. Além disso, essas enzimas apresentam alta afinidade,
seletividade e eficiéncia catalitica,  pelos seus  respectivos substratos

(BELTRAN-HORTELANO; PEREZ-SILANES S; GALIANO, 2017).

1.9 Curcuminoides

A Curcuma longa, popularmente conhecida como ‘“acafrdo-da-india”,
“acafrio-da-terra”, “circuma” ou "turmérico", é um arbusto endémico da India, Sul da Asia e
Indonésia. E bastante utilizada em diversos paises, principalmente devido as suas
propriedades medicinais ¢ também pelo seu uso na culinaria (SOLEIMAN; SAHEBKAR;

HOSSEINZADEH, 2018; HEWLINGS; KALMAN, 2017).
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A sintese da curcumina foi desenvolvida primeiramente em 1918, sendo mais tarde
desenvolvido outro método mais simples descrito por Pabon (1964), usando vanilina,
acetilacetona, trioxido de boro e (B,0;), borato de trialquilo e n-butilamina. A curcumina
pode ser extraida e purificada a partir da curcuma por diversos métodos, um deles seria a
extracdo utilizando solventes organicos, juntamente com métodos cromatograficos. Outros
métodos bastante utilizados sdo a extragdo por Soxhlet, ultrasonica e por microondas
(PRIYADARSINI, 2014), extracdo em lote e por processo de particdao trifasica (PATIL;
BHASARKAR; RATHOD, 2019).

A partir das moléculas da curcuma ¢é possivel obter diversas moléculas analogas
denominadas curcuminoéides, produzidas de forma natural ou sintética (ANAND et al., 2007).
Os analogos naturais identificados da clOrcuma, incluem: curcumina (CUR),
demetoxicurcumina (DMC) e bisdemetoxicurcumina (BMC) (FAROOQUI, 2019) (Figura
13). A curcumina disponivel comercialmente ¢ composta pela mistura desses trés
curcumindides, sendo a propor¢ao de 75-80% (m/m) de CUR, 15-20% (m/m) de DMC e
3-5% (m/m) de BMC (AHMED; GILANI, 2014).

Figura 13 - Estrutura quimica da curcumina e derivados curcumindides naturais.
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Fonte: PRIYADARSINI, 2014.

A  molécula da curcumina se apresenta como diferuloilmetano, ou
1,6-heptadieno-3,5-diona-1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-(/E, 6E) (PRASAD et al., 2014),
sendo trés principais estruturas que compdem sua molécula: dois sistemas de anéis aromaticos
contendo grupos o-metoxifendlicos, conectados por um ligante de sete carbonos que consiste

em uma por¢ao B-dicetona a,B-insaturada (PRIYADARSINI, 2014). Essa por¢do faz com que
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a molécula da curcumina apresente um tautomerismo ceto-enolico, com isso possuindo uma
funcionalidade adicional para arranjo de grupos doadores e receptores de ligacdo de
hidrogénio (SUETH-SANTIAGO et al., 2015; STANIC, 2017). A forma ceto da molécula da
curcumina e sua alta capacidade de metilacdo e baixo nivel de hidrogenacao, estdo associados
a sua propriedade antioxidante (KOCAADAM; SANLIER, 2017; SUETH-SANTIAGO et al.,
2015).

Os principais sitios reativos da CUR incluem: uma por¢ao B-dicetona a, B-insaturada
que ¢ considerada um 6timo agente quelante de metais, formando complexos com diversos
ions metalicos; uma outra por¢ao funciona como aceitador de Michael, em reac¢ao de adicao

nucleofilica que ocorrem entre um nucleodfilo (como -OH, SH- e -SeH) e a por¢do cetona a,
B-insaturada da CUR. Outro sitio reativo, envolve um doador de dtomo de hidrogénio da

hidroxila presente no anel aromatico (KOTHA; LUTHRIA, 2019) (Figura 14).

Figura 14 - Locais de reatividade quimica na curcumina que contribuem para sua atividade
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Fonte: Adaptado de KOTHA; LUTHRIA, 2019.

Diversas propriedades medicinais da curcumina ja foram descritas: anticancerigena
(JI; HUANG; ZHU, 2012), anti-inflamatoéria, antioxidante, imunomodulador (MEMARZIA et
al., 2021), antidepressiva (FUSAR-POLI et al., 2020), antibacteriana, antiviral, antifingica
(ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2014; KHAN et al., 2021), antiparasitaria
(HADDAD; SAUVAIN; DEHARO, 2010; RAI et al., 2020).

A curcumina possui uma margem segura para uso em humanos, sendo a dose
recomendada entre 4 ¢ 8 g (BASNET; SKALKO-BASNET, 2011). Apesar de possuir uma

boa lipofilicidade, sua biodisponibilidade ¢ baixa, sendo facilmente degradada em condi¢des
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fisiologicas. Por exemplo, a 37 ° C e pH neutro (7,2), a curcumina ¢ //2 foi relatada em menos
de 10 minutos (NELSON et al, 2017). O metabolismo da CUR ocorre principalmente por
redugdo e conjugacao (KOTHA; LUTHRIA, 2019). Essas caracteristicas podem limitar seu
grande potencial terapéutico (ANAND et al., 2007).

Com o aprimoramento das diversas técnicas e métodos, associados com as diversas
propriedades da curcumina, varios trabalhos j& descreveram a sintese de derivados
curcumindides, planejados a partir de modificagdes moleculares, com substitui¢cdes ou adi¢ao
de grupos organicos ou na cadeia central desses andlogos da curcumina, para gerar compostos
com maior atividade biologica (GAGANDEEP et al., 2020; CHEN et al., 2021; CHENG et
al., 2022). Assim novas moléculas sintéticas, derivadas da curcumina, poderiam tornar-se

Otimas candidatas com efeito tripanocida.
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2 Justificativa

A doenga de Chagas ¢ considerada uma doenga negligenciada sendo um grande
problema mundial por causar um grande impacto na saude publica, principalmente em paises
da América Latina. Aproximadamente 7 milhdes de pessoas sdo acometidas pela Doenga de
Chagas, principalmente em paises de terceiro mundo. Esse numero ainda pode ser
subestimado pela falta de casos ndo notificados. S6 na América Latina, ocorrem cerca de
7.000 obitos por ano (PAHO, 2022). No Brasil esses numeros ainda sdo considerados

alarmantes, com quase um milhao de casos ( OMS, 2023; BRASIL, 2021).

O agente causador da DC, Trypanosoma cruzi, sendo transmitido pelo inseto
barbeiro, conta com apenas uma opg¢do de tratamento no Brasil: benznidazol. Sendo eficaz
apenas na fase aguda da doenga com taxa de cura de mais ou menos 80%. Além disso, possui
severos efeitos colaterais, sendo impreterivel mais pesquisas de novas substincias para a
terapia da DC (STERVEDING, 2014; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). A fase cronica ¢
caracterizada pelo aparecimento de sintomas mais graves apos muitos anos da contaminagao,
com alteracdes no sistema digestorio e cardiaco (ECHAVARRIA ef al., 2019; DANTAS,
2021).

Assim, ¢ de importante relevancia a pesquisa de drogas/substincias contra atividade
tripanocida que seja segura para uso em humanos, com baixa toxicidade e menos efeitos
adversos. As estratégias de novos candidatos a farmacos anti 7. cruzi, incluem a triagem
virtual, identificando possiveis alvos, como enzimas especificas que sejam vitais para o
parasito. Outro ponto chave consiste na modificagdo molecular de substancias naturais.

(SULIMOV et al., 2021).

Estudos mostram que a molécula da curcumina apresenta diversas finalidades, além
de efeito antiparasitario. Assim como moléculas derivadas da curcumina, curcumindides, ja
demonstraram efeito tripanocida. Diante disso, a otimiza¢do da curcumina tem como objetivo
o surgimento de uma nova molécula com capacidade de apresentar um potente efeito
tripanocida. Esse efeito podera ser atribuido a alteracdes / modificagdes em estruturas vitais
do T cruzi. Além disso, diversos estudos ja mostraram que a curcumina possui diversos
grupos em sua molécula com alto valor biolégico (SOUZA et al., 2021; FRANCISCO et al.,
2023).

Assim, este presente trabalho, tem como fundamento a testagem in vitro de um

derivado curcumindide (1E,4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona (DBAn) contra
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cepa Y das formas de vida do 7. cruzi, com a justificativa de ser uma nova alternativa
quimioterdpica promissora para o tratamento de pacientes acometidos pela DC,
principalmente para a fase cronica. Além de explorar melhor a compreensdao dos mecanismos

moleculares envolvidos no efeito do DBAn contra o 7. cruzi.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar 0 potencial tripanocida in vitro do
(1E,4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona (DBAnnisaldeido) DBAn em cepa Y de

Trypanosoma cruzi.

3.2. Objetivos especificos

e Investigar a citotoxicidade do DBAn em células hospedeiras.

e Decterminar o efeito antiparasitario do DBAn sobre formas epimastigotas,

tripomastigotas e amastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi.

e Determinar o nivel de stress oxidativo citoplasmatico e mitocondrial do DBAn em T

Ccruzi.

e Avaliar alteragdes no potencial transmembranico mitocondrial induzida pelo DBAn

em 1. cruzi.
e Investigar os mecanismos de morte celular do DBAn em 7. cruzi.

e Investigar a interacdo teorica do DBAn com enzimas-alvo de 7. cruzi por docking

molecular.
e Realizar a predicdo in silico dos parametros farmacocinéticos do DBAn.
® Analisar os sinergismo do DBAn e Benznidazol em células hospedeiras.

e Analisar os sinergismo do DBAn e Benznidazol sobre as formas de vida do 7. cruzi.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese e caracterizacao quimica do derivado curcuminoide

A molécula (1E,4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona (DBAnisaldeido)
(DBAn) (C,oH 305, PM = 29435 g/mol) foi cedida pelo Laboratério de Sintese Organica, da
Universidade Estadual do Vale do Acarat (UVA), coordenado pelo Prof. Dr. Hélcio Silva dos
Santos. A sintese da DBAn foi realizada pelo método de condensagdo de Claisen-Schmidt,
acetona com anisaldeido (OLIVEIRA et al., 2020). Em um Erlenmeyer contendo 50 mL de
KOH 10% (m/v) e 40 mL de etanol, 7 mL de anisaldeido:acetona (5:2) foi adicionado
lentamente, sob agitacdo, e a temperatura foi mantida em 0°C. Apds 30 min, a mistura foi
filtrada: o precipitado obtido foi lavado com pequenas por¢des de agua destilada. O composto
foi redissolvido em etanol quente, filtrado e deixado resfriar em banho de gelo. Os cristais
formados foram lavados com etanol frio e secos a temperatura ambiente. A figura 15 mostra a

reagao de sintese da DBAn.

Figura 15. Reagdo para a sintese do DBAn.

0
(0]
)K . H  KOH 10%
2 _—
HyCO EOH  h.co OCH,
Acetona Anisaldeido (1E,4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona

Fonte: Adaptado de Oliveira e colaboradores (2020)

A caracterizagdo do DBAn foi realizada por espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear (RMN), equipamento Avance DPX-500 (BRUKER, Billerica,
Massachusetts, EUA); espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR),
equipamento VERTEX 70V (BRUKER, Billerica, Massachusetts, EUA); cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), equipamento GC-7890B/MSD-5977A
(AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara, California, EUA).
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Os espectros de RMN de 1H (500 MHz) e 13C (125 MHz) foram obtidos utilizando
o cloroféormio deuterado como referéncia (CDCl;), e as mudangas quimicas reportadas como
valores de 0 em partes por milhdo (ppm) relativos ao CDCl;. A presenga de grupos quimicos
no DBAn foi avaliada pela FT-IR, usando o modo de reflexdo total atenuada (ATR). Os
espectros foram obtidos a temperatura ambiente na faixa de nimero onda de 400 a 4000 cm™,
acumulando 60 varreduras por espectro, com uma resolugdo de 2 cm™. Os espectros de
massas para as substancias foram obtidos pela analise de CG-EM, com analisador de
quadrupolo a 70 eV e coluna capilar RTX5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), com fluxo de
injegdo de 1,00 mL.min", utilizando o gas hélio como gas de arraste. A temperatura do injetor
foi mantida a 230 °C e no forno, foi utilizado um gradiente de temperatura: inicial de 40 °C,
tendo um aumento a uma taxa de 3 °C.min" até atingir 280 °C, permanecendo até o fim da
corrida analitica. As temperaturas da fonte de ions e interface de transmissao foram mantidas

a 230 °C e 280 °C, respectivamente.

Como farmaco de referéncia, foi usado o Benznidazol (Bz) (C12H12N403, PM =
260,249 g/mol) como controle positivo, cedido pelo Laboratéorio Farmacéutico de
Pernambuco (LAFEPE). Todas as substancias foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO)
para obter solugdes de estoque em um concentracdo de 0,2 M. Para os ensaios, diluigdes em
série foram feito em solug¢do de tampao fosfato estéril (PBS, constituido de NaCl 137 mM,
KCl 2,7 mM, KH,PO, 1,47 mM e Na,HPO, 8,1 mM, pH 7,4) para obter solugdes de trabalho,

de modo que a concentracdo de DMSO nao excedesse 0,5%.

O (3-4,5-dimet-brometo de iltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT); anexina V-PE,
7-AAD (7-aminoctinomicina D), DCFH-DA (2',7'-diacetato de diclorodihidrofuoresceina) e
rodamina 123 (Rho123) foram adquiridos da BD Biociéncias (NJ, EUA).

4.2 Docking molecular

Os ensaios de docking molecular para avaliacdo tedrica das interacdes entre a
molécula DBAn do presente estudo e as enzimas TcGAPDH (Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase), Cruzaina (TcCr) e Tripanotiona Redutase (TcTR) de Trypanosoma cruzi
foram realizados pelo Grupo de Quimica Teorica e Eletroquimica (GQTE), da Universidade

Estadual do Ceara (UECE), coordenado pelo professor Dr. Emmanuel Silva Marinho.

A estrutura 2D do DBAn, do benznidazol, € dos inibidores co-cristalizados foram
desenhadas utilizando o software MarvinSkecth® (https://chemaxon.com/products/marvin)

(CSIZMADIA, 2019). As estruturas tridimensionais foram otimizadas utilizando o software
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Gaussian 09 através do método de Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional

Theory, DFT) (MARINHO et al., 2021).

Estudos in silico foram utilizados para avaliar a interagao teorica da molécula DBAn
com enzimas alvos do 7. cruzi: TcGAPDH, TcTR e TcCr. Para isso, as estruturas
tridimensionais dessas proteinas foram obtidas do RBSC Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/). A enzima TcGAPDH estd descrita como  “estrutura do
gliceraldeido-3-fosfato glicossomico desidrogenase do 7. cruzi complexado com Chalepina
(BRZ), um inibidor derivado da cumarina” (PDB 1K3T) (PAVAO et al., 2002). Para a TcTR,
sua estrutura estd apresentada como “estrutura cristalina da tripanotiona redutase do
Trypanosoma cruzi em complexo com o inibidor Quinacrina Mostarda” (PDB 1GXF)
(SARAVANAMUTHU et al., 2004) e a TcCr esta identificada como “ estrutura cristalina da
cruzaina em Complexo com um Inibidor de Tetrafuorofenoximetil Cetona (KB2)” (PDB

3IUT) (BRAK et al., 2010).

Para o preparo das enzimas alvos, foi utilizado os softwares AutoDock Tools®
(http://autodock.scripps.edu/resources/adt) e UCSF Chimera®
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), para remog¢ao dos ligantes e interferentes complexados

com as enzimas, a fim de se obter a estrutura cristalografica de cada enzima isoladamente.

A busca de todos os possiveis modos de ligacdo entre proteina-alvo e ligante (DBAn)
foi realizada pelo método de docking molecular, utilizando o programa Autodocking Vina
(Molecular Graphics Lab). O algoritmo genético lamarckiano, presente no programa
AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010), foi utilizado para as simulagdes de docking
molecular. Na area de simulacdo da ligagdo enzima-DBAn, aplicou-se o grid box para indicar
coordenadas e parametros de tamanho, abrangendo todas as cadeias de proteinas. Ainda,
foram realizadas cinquenta simulagdes independentes, obtendo 20 poses cada, para as

simulagdes de docking e re-docking (MARINHO et al., 2020).

As coordenadas para a TcTR foi centrado nas coordenadas 44.196; 3.102; -0.054
para o0s eixos X, y € z respectivamente com pardmetros de tamanho: 126A (x) 90A(y) e 126A
(z). Para a enzima TcGAPDH, a grade foi centrado nas coordenadas 19.822, 0.455 ¢ 24.804
para os eixos X, y e z, respectivamente, com pardmetros de tamanho 116A (x), 112A (y) e
122A (z). Para TcCr, a caixa de grade foi centralizada nas coordenadas 6.612, 0.436 e 8.052
para os eixos X, y e z, respectivamente, e com pardmetros de tamanho 116 A (x), 106 A (y) e
126A (z) (Tabela 1). As grades foram centralizadas de forma com que as cadeias proteicas

ficassem dentro deste espago de simulagdo computacional. A cadeia proteica foi preparada
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com base na metodologia proposta por Yan ef al (2014), sendo retiradas moléculas de dgua e
adicionados cargas de Gasteiger e a&tomos de hidrogénio essenciais. Para essa preparagdo foi

utilizado o cddigo ADT-AutoDocktools (MORRIS et al., 2009).

Tabela 1. Parametros da caixa de grade para encaixe para as enzimas TcTR, TcGAPDH e

TeCr.

Grade Tamanho da grade
Proteina
X y V/ X y V/
TcTR 44.196 3.102 -0.054 126 90 126
TcGAPDH 19.822 0.455 24.804 116 112 122
TeCr 6.612 0.436 8.052 116 106 126

Fonte: Elaborado pelo autor

O refinamento parcial dos calculos individuais dos acoplamentos foi ajustado para
64, com base no critério de Exhaustivenes. A estrutura da proteina permaneceu rigida, sendo
ajustadas as ligacoes e tor¢des dos ligantes (NGUYEN et al., 2017). Tendo como critério de
selecdo da best pose, foi utilizada a medida dos valores RMSD (desvio quadratico médio),
tendo como referéncia valores inferiores a 2 A, fornecendo previsdes de encaixes mais
precisos (KADELA-TOMANEK et al., 2021). A estabilidade da ligagcdo das proteinas com a
DBAn foi baseada na energia de afinidade (AG), sendo considerado ideal valores menores que
-6,0 kcal/mol (SHITYAKOV; FORSTER, 2014). Obtendo-se os valores de AG, foram
calculadas os valores da constante de inibi¢do (K;) (equagdo abaixo) de cada complexo

(KADELA-TOMANEK et al., 2021):

a6
Ki =e ™’ onde:

K= constante de inibi¢ao;
T = constante de temperatura absoluta, 298K;
R = constante do gas ideal, 8.32 J.mol-1K *';

AG = energia livre de ligagdo em KJ.mol ™.
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Para avaliar a for¢ca das ligacdes de hidrogénio, foram utilizados os pardmetros
propostos por Imberty (1991), que se baseia nos valores das distdncias entre os atomos
doadores e receptores, onde as interagdes que ficaram entre 2,5 A e 3,1 A sdo classificadas
como fortes, entre 3,1 A e 3,55 A sdo consideradas de intensidade média e fracas as que

ficaram com distancia superior a 3,55 A.

Para uma validacao das simulagdes foi realizada a técnica de re-docking. Ressaltando
que todas as simulagdes foram com os mesmos parametros para obtencdo de dados
comparativos com o farmaco benznidazol (Bz) (ChemSpider ID 29299) e com os ligantes
6-(1,1-dimethylallyl)-2-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2,3-dihydro-7h-furo[ 3,2-g]chromen-7-one
(BRZ), Quinacrine mustard (QUM) e
(3S)-3-(4-{(1S)-1,2-dimethyl-1-[(quinolin-6-ylmethyl)amino]propyl }-1H-1,2,3-triazol-1-yl)h
eptan-2-one (KB2) que foram co-cristalizados nos cristais das proteinas TcGAPDH,

Trianotiona Redutase e Cruzaina, respectivamente.

4.3 Parametros farmacocinéticos

O desenvolvimento de novas moléculas inclui o estudo das propriedades sua fase
farmacocinética absorgdo, distribui¢ao, metabolismo, excre¢ao e toxicidade (ADMET), com
isso a triagem e a otimizacao dessas propriedades nesta fase ¢ de suma importancia (WANG;
SKOLNIK, 2009). O programa computacional SwissADME (http://www.swissadme.ch) foi
utilizado para descrever as propriedades fisico-quimicas da DBAn e Bz, os calculos tiveram
como base descritores moleculares utilizando a regra dos cinco de Lipinski (Lipinski et al,
2001). Essa regra permite identificar a predicdo de biodisponibilidade oral, assim uma
molécula promissora deve possuir um peso molecular menor ou igual a 500 g/mol; nimero de
grupos aceptores de ligagao hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10; nimero de grupos
doadores de ligacdo hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5; coeficiente de particdo
octanol-agua (miLog P) menor ou igual a 5; drea de superficie polar topolégica (TPSA)
menor ou igual a 140 A. Terd uma boa biodisponibilidade oral, moléculas que ndo possuam

mais que uma violagao dessas regras.

Os parametros farmacocinéticos (absorcao, distribuicdo, metabolismo, excre¢ao) e
toxicologicos foram realizados através do servidor pKCSM pharmacokinetics on line

(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction).
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4.4 Avalia¢do da citotoxicidade do DBAn em células hospedeiras

O teste de citotoxicidade do DBAn foi realizado na linhagem de células de
mamiferos: LLC-MK2 (células epiteliais renais de macaco-Macaca mulatta), obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em garrafas plasticas
estéreis em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com soro
bovino fetal (10%) e antibidticos (penicilina — 200 UL mL™" e estreptomicina — 130 mg.mL™),
incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Ao atingir a confluéncia, as células foram
lavadas com PBS estéril e deslocadas usando solug¢do de tripsina-EDTA (0,25%/0,04%) e
incubadas por 5 a 10 minutos a 37°C. A solugdo de tripsina foi inativada com meio DMEM
com 10% de SBF. As células, entdo, foram centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm, e o pellet
formado foi congelado para estoque ou utilizado para experimento. Para estocagem, as células
foram congeladas em vials de criopreservacdo estéreis, usando SBF (95%) e DMSO estéril
(5%). Para o repique, parte das células foram transferidas para uma nova garrafa de cultivo

celular.

A viabilidade celular foi determinada utilizando o ensaio de reducao do sal de
brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)-2,5difeniltetrazolio (MTT) (MOSMANN, 1983). O
ensaio do MTT verifica a capacidade oxirredutiva das células. Esse ensaio baseia-se na reacdo
colorimétrica de conversdo do MTT em sal de formazan. Para isso, o MTT internalizado nas
células viaveis ¢ reduzido no microambiente intracelular por desidrogenases citoplasmaticas e
mitocondriais em um sal de formazan de cor azul violacea, insolivel em meio aquoso. Esses
cristais sdo solubilizados por um agente surfactante, dodecil sulfato de sédio (SDS) ou
dimetilsulfoxido (DMSO) adicionado em seguida. A intensidade da cor violacea produzida ¢
diretamente proporcional a quantidade de células vidveis (MENEZES, 2013).0 resultado da
reacdo ¢ dado em leitura de absorbancia realizada em espectrofotometro, sob o comprimento

de onda de 570 nm.

Para realizacdo dos experimentos, as células LLC-MK?2 foram removidas da garrafa,
usando solugdo de tripsina/EDTA, centrifugadas (4000 rpm por 5 minutos), ressuspensas em 1
mL de meio DMEM, sendo uma aliquota diluida em solu¢do de azul de trypan (0,4% m/v em
PBS) nas proporg¢des de 1:10 e 1:100, em seguida quantificadas em camara de Neubauer. A

densidade celular foi determinada conforme a férmula abaixo:

Densidade celular = _Contagem  x 10* x Fator de diluigdo
4
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Para a avaliacdo da citotoxicidade do DBAn, células LLC-MK2 foram transferidas
para placas estéreis de 96 pogos (10° céls/mL) em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) a 10% de SBF incubado a 37°C em atmosfera com 5% de CO, por 24 horas ou

overnight, para permitir a adesdo das células.

Apobs esse tempo, as células foram tratadas em placas de 96 pogos com diferentes
concentragdes do DBAn (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 uM). O benznidazol (BZN)
foi utilizado como farmaco de referéncia, nas mesmas concentracdes. Como controle
negativo, foram identificados pocos contendo apenas células, sendo estes os grupos nao
tratados.. O grupo com células tratadas com o veiculo DMSO 0,5% foi utilizado para testar a

toxicidade deste diluente. As placas foram incubadas por 24 horas em estufa de CO,.

Em seguida, as células foram centrifugadas por cinco minutos a 4000 rpm, lavadas
com 100 pL de PBS, centrifugadas novamente e submetidas ao ensaio do MTT. Para isso,
foram adicionados nos pogos 100 pL de solugdo de MTT a 0,25 mg/mL. A placa foi incubada
por mais 3 horas e, ao final deste tempo, foi centrifugada (4000 rpm/5 minutos) e foram
colocados 100 uL de DMSO. Apos 30 minutos de agitagdo, foi realizada a leitura em

espectrofotometro, a 570 nm. Foram feitos trés experimentos em triplicata (Figura 16).

Figura 16- Representacdo esquematica do ensaio de citotoxicidade do DBAn em células LLC-MK2.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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A toxicidade sobre as células hospedeiras foi usada para definir as concentragdes de
trabalho dos ensaios in vitro, comparar com os resultados obtidos com BZN e estimar a CCs,
(concentracdo capaz de causar toxicidade em 50% da populagdo de células) por regressao

nao-linear. A CC;, foi utilizada para calcular o indice de seletividade.

0 . .7 AbSGrupo tratado_AbSbranco
% Viabilidade = —~ - x 100

Controle branco

4.5 Ensaios de atividade antiparasitaria e mecanismo de acao in vitro

4.5.1 Epimastigotas

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio o LIT (Liver Infusion Tryptose,
com NaCl 4 gL "' ; Na2HPO4.12H20 11,6 g.L-1 ; KC1 0,4 g.L'' ; glicose 2,2 g.L-1 ; triptose
5 gL' ; infusdo de figado 5 g.L'! ; hemina bovina 25 mg.L"' ; pH 7,4), suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF), penicilina (200 UI/mL™") e estreptomicina (50 mg/L™"), em
incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 28 °C (CAMARGO, 1964). Para
manuten¢do das linhagens, repiques foram realizados a cada 6-8 dias, por transferéncia de

uma aliquota de 10° parasitos/mL para um novo meio LIT.

Uma aliquota de formas epimastigotas (3x10° parasitos/mL) foi feita a partir da
cultura, no 6° dia de cultivo, e incubada em frasco estéril em estufa BOD por 24 horas. Apds
o tempo de incubagdo, foram transferidas para placa de 96 pogos com diferentes
concentracoes do DBAn (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 uM). O Bz foi utilizado
como farmaco de referéncia para comparagao, nas mesmas concentracdes do DBAn, e DMSO
0,5% como veiculo. A placa foi incubada na B.O.D por um periodo de 72h. Apos isso, foi
centrifugada e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados 50 pL de uma
solucao de MTT (0,5 mg/mL). A placa foi incubada na B.O.D por 90 minutos e em seguida
foi lida por espectrofotometria em comprimento de onda de 570nm (Figura 17). Os ensaios

foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes.

O percentual de viabilidade celular foi calculado em relagdo a cultura controle. Por
fim, a concentragdo capaz de inibir metade do crescimento celular (ICs,) foi estimada por

regressao nao-linear e o percentual de parasitos viaveis calculado através da seguinte formula:
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0 . .7 AbSGrupo tratada_AbSbranco
% Viabilidade =—~ e x 100

Controle branco

Figura 17 - Representagdo esquematica do ensaio de citotoxicidade do DBAn em formas epimastigotas de 7.
cruzi.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.2. Tripomastigotas

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir do sobrenadante de células
epiteliais (LLC-MK?2) infectadas, cultivadas em meio DMEM enriquecido com 2% de SBF e
penicilina (200 UI/mL") e estreptomicina (50 mg/L"'), em atmosfera com 5% de CO,
(ADADE; CHAGAS; SOUTO-PADRON, 2012). 10° células/mL foram cultivadas em
garrafas estéreis em DMEM com 10% de SBF. Apos 48 horas de incubagdo, o meio foi
substituido por DMEM 2% SBF e foram infectadas com 2x10° parasitos/mL. Apos conclusdo
do ciclo evolutivo, as formas tripomastigotas eclodiram das células e estes foram coletados

para os experimentos ou congelados em SBF (95%) e DMSO estéril (5%).
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Para a atividade tripanocida, 1 x 10° cél/mL de formas tripomastigotas/mL em placa
de 96 pogos em meio DMEM suplementados com 10% SBF e tratadas com diferentes
concentracoes do DBAn (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 uM), grupo sem tratamento
(controle negativo), Bz (controle positivo) nas mesmas concentracdes do DBAn e DMSO
0,5% como veiculo. A placa foi levada para a estufa, em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C por
24 horas. Para a quantificagdo dos parasitos, foi utilizada a cAmara de Neubauer sendo feita a
contagem nos cinco quadrantes centrais, utilizando o microscépio Optico. Os ensaios foram
realizados em triplicata, em trés experimentos independentes (Figura 18).

Figura 18 - Representagdo esquematica do ensaio de citotoxicidade do DBAn em formas tripomastigotas de 7.

cruzi
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Fonte: Elaborado pelo autor

O indice de seletividade (IS) foi determinado através da CCs, (Concentracdo capaz
de reduzir em 50% a viabilidade das células hospedeiras) das células LLC-MK2 sobre o
resultado da LCs, (Concentragdo letal para 50% dos parasitos) das formas tripomastigotas,

conforme férmula a seguir:

cc,, (LLC—MK?2)

- LC50 (Tripomastigotas)
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4.5.3. Amastigotas

Os ensaios da atividade anti-amastigota foram realizados de acordo com as
concentragdes efetivas encontradas nos ensaios com formas tripomastigotas, cujas quais nao

foram toxicas para as células hospedeiras.

Para a cultura das formas amastigotas de 7. cruzi, as células LLC-MK2 foram
subcultivadas em meio DMEM a 10% de SBF na densidade de 10° células/mL em placas
estéreis de 24 pogos contendo laminulas circulares de 13 mm. A placa foi incubada em
atmosfera a 5% de CO, e 37 °C por 24 h para que a cultura atingisse o estagio de
semiconfluéncia. Apds esse periodo, a cultura foi infectada com suspensdo de tripomastigotas
na densidade de 2 x 10° parasitos/mL e o meio de cultura foi substituido por meio DMEM a

2% de SBF e incubada por 48 h sob as mesmas condigdes.

As concentragdes do DBAn (62,5; 31,25 e 15,6 uM) foram acrescentados nos pogos
e, apos 24 horas de incubagdo, as laminulas foram lavadas, fixadas em solu¢do de Bouin e
coradas com Giemsa para montagem em laminas a serem observadas em microscépio. Como
controle negativo as células foram tratadas com PBS e controle positivo foram tratadas com

Bz (Figura 19) (ADADE et al, 2014).

Figura 19 - Representagdo esquematica do ensaio de citotoxicidade do DBAn em formas amastigotas de 7. cruzi.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Em cada laminula, foi contado um total de 300 células, para determinacdo do
percentual de células infectadas e o numero de amastigotas por células infectadas, em trés
experimentos independentes (HERNANDEZ-CHINEA et al., 2015; PEREIRA, 2015). Os
resultados foram expressos como percentual de células infectadas e quantidade de

amastigotas/100 células infectadas, de acordo com a seguinte formula:

n® de amastigotas

(grupo tratado)

100 células
%AA = [1 T Thntde amastigotas X]‘OO
100 células (gTUDO controle)
4.6 Avaliacido da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

O ensaio da producao de EROs, baseia-se na utilizacdo de uma sonda, 2°,7’-diacetato
de diclorofluoresceina (DCFH,-DA), que possui a capacidade de atravessar a membrana
plasmatica das células. No interior da célula, essa sonda sofre agdao de esterases, produzindo
entdo 2’°,7’-diclorofluoresceina (DCFH,). Esse DCFH, ¢ oxidado por ERO, convertendo-se
em 2’7’- diclorofluoresceina oxidada (DCF). Essa molécula apresenta uma fluorescéncia FL1

(fluorescéncia verde, de 515-545 nm) (RAJNEESH et al., 2017).

As formas epimastigotas (I x 10° parasitos/mL) de 7. cruzi foram incubadas com
DBAn (250 e 125 uM) em placa estéril de 24 pogos. Apos 3 horas de incubagado, adicionou-se
DCFH,-DA (diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina) (20 uM). Apods 24 h de incubag¢do no
escuro, as células foram coletadas, centrifugadas (3500 rpm por 7 minutos), lavadas 2x com
PBS. A placa foi mantida no escuro at¢ o fim do periodo de tratamento. Por fim, foram
adicionados 400 pL do tampao de ligacdo em cada tubo e analisado em citometro de fluxo
(FACSCalibur, BD), utilizando, no minimo 10* células por aquisi¢do, para andlise da emissdo
de fluorescéncia (FL1). O aumento na fluorescéncia verde indica produ¢do de EROs no
citoplasma das células (ARANDA et al, 2013). Como controle positivo, foi usado o

terc-butilhidroperoxido (25 uM), um indutor do estresse oxidativo (Figura 20) .
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Figura 20 - Ensaio de producédo de espécies reativas de oxigénio por formas epimastigotas de 7. cruzi.

Incubagédo 3 h
—_— -

Y

A
¢ 11
¢ ] El'li_nl;t
[ — ]
[
(G— .
[

Fonte: Elaborado pelo autor

A intensidade de fluorescéncia emitida foi estimada pela média geométrica da
intensidade de fluorescéncia nos diferentes grupos experimentais. A andlise estatistica foi
feita a partir da intensidade relativa de fluorescéncia (IFR), determinada usando a férmula
abaixo, onde mTESTE corresponde a média geométrica do grupo tratado e mCONTROLE, a

média geométrica do grupo controle.

IFR = _mTESTE
mCONTROLE

4.7 Avalia¢ao da alteracao do potencial transmembranico mitocondrial

A avaliagdo do efeito das substancias em estudo sobre a mitocondria foi realizada
utilizando a rodamina 123 (Rho123), um corante catidnico que se acumula em mitocondrias

intactas, emitindo fluorescéncia vermelha. Danos no potencial transmembranico mitocondrial
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(A¥Ym) causa redugdo do actimulo de Rhol23. O fato de ser um fluorocromo catidnico
(carregado positivamente) permite que seja atraido pelo elevado potencial elétrico negativo
presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior dessas organelas, emitindo

uma fluorescéncia vermelha (FL2) (JOHNSON et al., 1980).

Epimastigotas na concentra¢do de 1x10° células/mL foram incubadas com DBAn
(250 e 125 uM) e PBS (controle negativo) durante 24 horas em placas de 24 pogos.
Posteriormente as células foram centrifugadas a 3500 rpm por 7 minutos. O precipitado
obtido foi lavado 2 vezes com PBS e ressuspenso em 500 pL de PBS. Em seguida as
suspensoes foram tratadas com Rho123 (10 pg/mL) por 30 minutos no escuro, lavadas e
analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur®, BD Pharmigen) utilizando, no minimo 10*
células por aquisi¢do, o software Cell Quest (Becton-Dickinson, Califérnia, EUA) e também
os parasitos foram analisados por microscopia de fluorescéncia (Figura 21) (KESSLER et al.,

2013). Os resultados foram expressos em termos de IFR.

Figura 21 - Ensaio de avaliacdo de potencial transmembranico mitocondrial em formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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4.8 Quantificacio de células necroticas e apoptoticas

Para identificagdo do potencial necrotico e/ou apoptotico das substancias em estudo,
as células tratadas foram submetidas a citometria de fluxo apdés marcagdo com anexina
V-ficoeritrina (Ax/PE), marcador de apoptose por externalizagdo da fosfatidilserina, uma
proteina de membrana exposta durante o processo apoptético. Esse processo esté relacionado
ao reconhecimento por fagodcitos e consequente remoc¢do de corpos apoptoticos do tecido

(KIM et al., 2020).

Outro fluorocromo utilizado foi o Amino actinomicina D (7-AAD), que liga-se a
cadeias de DNA celular, mas ¢ impermeavel a membrana celular integra, assim ¢ um
sinalizador importante da perda de integridade da membrana caracterizando morte celular por
necrose (WLODKOWIC et al., 2011). Assim, células que apresentam alta marcagdo com
7-AAD perderam a sua integridade de membrana, caracteristica importante da morte celular

por necrose (CHAN; MCCULLEY; KESSEL, 2017).

As formas epimastigotas (1 x 10° parasitos/mL) de 7. cruzi foram tratadas com
DBAn (250 e 125 uM) e PBS (controle) em placa de 24 pogos incubada por 24 horas. Apos
esse periodo, a suspensdo foi centrifugada a 3500 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi lavado uma vez com PBS e outras duas vezes com tampao de
ligacdo (0,01 M hepes/NaOH, pH 7.4, 0,14 M NacCl, 2,5 mM CaCl2), sendo finalmente
ressuspendido com 100 pL do mesmo com 5 pLL 7-AAD e Anexina V- PE (10 pg/mL). Apds
15 minutos de incubagdo no escuro, foi adicionado 400 puL de tampao de ligagdo em cada tubo
para a andlise no citdometro (FACSCalibur®, BD Pharmigen) utilizando, no minimo 10*
células por aquisicdo, o software Cell Quest (Becton-Dickinson, Califérnia, EUA) (Figura
22). Os eventos foram divididos em quatro quadrantes: células viaveis (para ambos os
fluorocromos (7-AAD-/Ax-), células em necrose (7-AAD+/Ax-), apoptose (7-AAD-/Ax+) e
c€lulas duplamente marcadas (7-AAD+/Ax+). O percentual de células marcadas com cada

fluorocromo ou ndo marcadas foi obtido para analise estatistica (KESSLER et al., 2013).
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Figura 22 - Representagdo esquematica do ensaio do potencial necrotico/apoptotico do DBAn sobre as formas

epimastigotas de 7. cruzi.
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Fonte: Elaborado pelo autor
4.9 Ensaios das atividades sinérgicas com DBAn + Bz in vitro

Os ensaios das atividades sinérgicas com DBAn + Bz foram realizados utilizando o
método checkerboard descrito por Brilhante (2018) com adaptacdes. Para isso foi utilizado
placas com 96 pocos, onde cada pog¢o contém uma combinac¢do Unica de diferentes

concentragdoes de DBAn + Bz.

A resposta de cada ensaio foi medida como a porcentagem de células viaveis apos o
tratamento com as drogas, uma porcentagem frequentemente chamada de taxa de inibicao.
Para determinar o efeito combinado de duas drogas, foi utilizado o modelo de independéncia
de Bliss, calculado através do software Combineft versdo 2.021 (Cancer Research UK
Cambridge Institute, Cambridge, Reino Unido). Esse software de codigo aberto, analisa e

classifica combinagdes de acordo com seus efeitos (Di Veroli et al., 2016).

O modelo de Bliss permite prever a probabilidade entre uma combinagdo de

substancias de forma independente, sem ocorrer interagdo, € uma a¢do conjunta de
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perturbacdes independentes, mas concorrentes, das substincias individuais. A resposta ¢
calculada como o produto das respostas individuais das substancias, de acordo com a equagao

abaixo:

Vab=ya+yb—yayb,0<yi<1 i=a,bouab

onde ya e yb sdo as taxas de inibigdo observadas com a droga X sozinha na dose “a” e a droga
Y sozinho na dose “b”. Se a taxa de inibi¢do observada ab na dose de combinagdo (da,db) da
droga X e a droga Y ¢ maior que a taxa de inibicdo prevista de Bliss yab, o efeito da
combina¢do de drogas ¢ pensado como sinergismo naquela combinagdo de dose especifica

(da,db) (Bliss, 1956; ZHAO, 2014).

Os valores das concentracdoes da DBAn e Bz utilizadas nos ensaios in vitro foram
determinadas previamente. A partir disso, foram selecionadas as menores concentragdes
sinérgicas para o tratamento das células, determinadas pelo modelo de Bliss. Os ensaios foram

realizados em duplicata, em dois experimentos independentes.

4.9.1 Sinergismos DBAn + Bz em células LLC-MK2

Para a avaliacdo da citotoxicidade do DBAn, células LLC-MK2 foram transferidas
para placas estéreis de 96 pogos (10° céls/mL) em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) a 10% de SBF e 37°C em atmosfera com 5% de CO, por 24 horas para permitir a

adesdo das células.

As células foram tratadas em placas de 96 pocos com diferentes combinagdes
seriadas das substancias. Na horizontal, DBAn foi adicionado e diluido nas concentragdes: 20;
10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31 ¢ 0,16 uM, de forma decrescente da esquerda para direita da placa.
Na vertical, Bz foi diluido nas concentragdes: 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31; 0,16 € 0,08 uM, da
parte superior para inferior, obtendo-se um tabuleiro de damas 8 x 8 (Figura 23). Como
controle positivo utilizou-se DBAn e Bz nas mesmas concentragcdes em pocos individuais. Em
seguida, 100 pL. do meio da cultura foram retirados, 10 pL de uma solugdo de MTT a 2,5
mg/mL em PBS foram acrescentados e, 4h depois, foram adicionados 90 puL. do agente
surfactante dodecilsulfato de sédio (SDS) (10% em HCI1 0,01N). Apos 17h de incubagdo para
solubilizacdo dos cristais de formazan, a placa foi lida em espectrofotometro (Asys Expert

Plus®) a 570nm. Foram feitos no minimo dois experimentos.
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Figura 23 - Representagdo esquematica do ensaio de Sinergismos DBAn + Bz em células LLC-MK2
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.9.2  Sinergismos DBAn + Bz em formas epimastigotas

Formas epimastigotas (10° parasitos/mL) foram incubadas em placas de 96 pogos
com combinacdes diferentes em concentragdes seriadas de DBAn (intervalo de 20 - 0,16 M)
e Bz (intervalo de 10 - 0,08 uM), obedecendo a ordem de 8 x 8 (desenho de tabuleiro xadrez),
total de 64 pocos. Essas mesmas concentracdes do DBAn e Bz foram colocadas em diferentes
pocos separadamente para obter-se os grupos controle das concentracdes sinérgicas (figura
23). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio MTT com a leitura da placa realizada
em espectrofotometro (Asys Expert Plus®) a 570nm. O experimento foi realizado em

duplicata.

4.9.3  Sinergismos DBAn + Bz em formas tripomastigotas

Foi realizado o plaqueamento na concentragio de 1 x 10° cél/mL de formas
tripomastigotas em placa de 96 pocos em meio DMEM 10% suplementados com soro bovino

fetal e tratadas com combinagdes diferentes em concentragdes seriadas de DBAn (intervalo de
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20 - 1,25 uM) e Bz (intervalo de 10 - 0,62 uM), obedecendo a ordem de 5 x 5 (desenho de
tabuleiro xadrez). DBAn e Bz foram testados nas mesmas concentragdes individualmente para

controle positivo (figura 24).

A placa foi incubada em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C por 24 horas. Para a
quantificagdo dos parasitos, foi utilizada a camara de Neubauer sendo feita a contagem nos
cinco quadrantes centrais, utilizando o microscopio optico. Os ensaios foram realizados em

dois experimentos independentes.

Figura 24 - Representagdo esquematica do ensaio de Sinergismos DBAn + Bz em formas tripomastigotas
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.10 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicada, com n=3. Os dados foram
expressos como média + erro padrio médio sendo comparados utilizando ANOVA, com
pos-teste de Dunnet e p<0,05 como critério de significancia. Estas andlises foram feitas

utilizando os softwares Microsoft Office® Excel 2016 e GraphPad Prism® versdo 5.0.

Para os experimentos do sinergismo, foi utilizado o software Combenefit, com base

no modelo de Bliss.
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RESULTADOS
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S. RESULTADOS

5.1 Determinacio estrutural da molécula (1E,4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)penta-1,4-

dien-3-ona (DBAnN)

No espectro de 'H RMN pode-se observar em 6,95 (Ha) e 7,69 (HB) (J= 15,9 Hz)
dois dubletos referentes aos hidrogénios o, insaturados, cuja constante de acoplamento (J)
confirma a estereoquimica £ da dupla ligacdo. Os sinais em 6,92 (d, /= 8,7 Hz, H2/6) ¢ 7,56
(d, J = 8,7 Hz, H3/5) sao referentes aos hidrogénios aromaticos. No espectro de RMN 13 C
tem-se o sinal referente a carbonila o, insaturada em 188,9. A cetona absorve em 203,8,
porém, a presenca da insaturacdo o, causa um deslocamento para campo alto e a causa
provavel ¢ a deslocalizacdo de carga pelo anel benzénico ou pela ligagdao dupla que torna o
carbono da carbonila menos deficiente de elétrons. Os carbonos olefinicos a e [ sdo
observados em 127,7 ¢ 142,8. Em 161,7 (C-4), 130,2 (C-1), 123,6 (C-3/5), 114,5 (C-2/6) sao

referentes aos carbonos aromaticos (Tabela 2).

Tabela 2. Dados de RMN'H e BC do curcuminoide
(1E,4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona (DBAn) em CDCl;. Os deslocamentos

quimicos em J¢ e dy estdo em ppm.

C d¢ Oy
1 130,2
2/6 114,5 6,92 (d, J= 8,7 Hz)
3/5 123,6 7,56 (d, J= 8,7 Hz)
4 161,7
C, 127,7 6,95 (d, J=15,9 Hz)
Cp 142,8 7,69 (d, J=15,9 Hz)
C=0 188,9
OCH; 55,5 3,83 (s)

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.2 Docking molecular

A andlise do docking teve o objetivo de demonstrar um possivel mecanismo de agao
da molécula DBAn sobre o 7. cruzi, através da interagdo com suas principais enzimas:
DBAn-TcGAPDH, DBAn-TcTR ¢ DBAn;-TcCr. Assim como também, comparar com oS

sitios de ligacdo dos ligantes especificos de cada enzima.

A andlise da energia de afinidade das trés enzimas (TcGAPDH, TcTR e TcCr), com a
molécula da DBAn, demonstrou os seguintes resultados: -7,3, -8,0 e -6,9 kcal/mol,
respectivamente. Esses valores satisfazem os parametros dos complexos formados nas
simulagdes. Destacando ainda, que a molécula do estudo obteve valores de AG inferiores em
relacdo ao Bz e os complexos enzima-inibidor, exceto no complexo BRZ-TcGAPDH, cujo
valor de AG foi -7,9 kcal/mol. A medida da distancia média entre os atomos dos ligantes,
obteve resultados mais proximos de 2A, no Bz e nas trés complexos enzimas-inibidor,
enquanto que a molécula DBAn obteve resultadas mais distantes quando complexada
separadamente nas trés enzimas com valores de RMSD: DBAn-TcGAPDH: 0,731 A,
DBAn-TcTR: 1,708 A e DBAn-TcCr: 0,443 A (tabela 3).

Tabela 3 - Dados de energia de afinidade e valores de RMSD dos complexos formados pela molécula DBAn

com as enzimas TcCr, TcGAPDH e TcTR.

TcGAPDH TeTR TeCr
Ligante /
Enzimas AG RMSD AG RMSD AG RMSD
(kcal/mol™) A) (kcal/mol™) A) (kcal/mol™) A)
DBAn -1,3 0,731 -8,0 1,708 -6,9 0,443
Bz -6,3 1,758 -7,4 1,352 -6,1 1,591

* BRZ -7,9 1,920 - - - -

* QUM - - -6,0 1,822 - -

* KB2 - - - - -5,9 1,185

Legenda: *ligante co-cristalizado (redocking); BRZ:

6-(1,1-dimetiladil)-2-(1-hidroxi- I -metiletil)-2,3-dihidro-7h-furo[3,2-g]chromen-7-ona; Bz: benznidazol; QUM:
mostarda de quinacrina; KB2: (3S5)-3-(4-{(1S)-1,2-dimetil-1-[(quinolin-6-ilmetil)amino]propyl}-1H-1,2,3-
triazol-1-il)heptan-2-ona; RMSD (Root Mean Square Deviation).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As simulacdes do complexo DBAn-TcGAPDH (Fig. 25), demonstraram que a DBAn
formou liga¢des hidrofobicas com os residuos de aminoacidos Glu 44A, Ala 47A, Trp 929D;
ligagdes de hidrogénio com Thr 65A, Lys 672C e m-stacking com Trp 929D. Para o Bz
ocorreu duas interagdes hidrofobicas (Ile 731C, Glu 10 54C), duas liga¢des de hidrogénio
(His 912C e Ser 95C) e uma m-stacking (His 912C). O redocking do complexo
BRZ-TcGAPDH expds interagdes hidrofobicas com Thr 199C e Asn 335C. Pontes de
hidrogénio com Cys 166C e Thr 167C e um salt bridges com His 194C (Tabela 4).

Figura 25 - Complexo de interacdo da enzima TcGAPDH com os ligantes e interagdes do ligante DBAn com o

receptor.

-6.3 Kcal/mol

BRZ

DBAn
-7.3 Kcal/mol

B Proteina oo Interacao Hidrofobica
I Ligante — Ponte de Hidrogénio
Centro do Anel <o n-Stacking (Paralelo)

Aromatico

Fonte — Elaborado pelo autor.



Tabela 4 - Interacdes entre a DBAn, Bz e BRZ com TcGAPDH.
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Ligantes Receptor Interacao Distancia (&) Receptor Interacao Distancia (&)
DBAn Glu 44A Hidrofébica 3.95 Trp 929D Hidrofébica 3.61
Glu 44A Hidrofébica 3.69 Thr 65A Ligaciode H 2.84
Ala 47A Hidrofébica 3.65 Lys 672C Ligacifode H 2.48
Trp 929D Hidrofébica 3.87 Trp 929D n-stacking 3.83
Bz Ile 731C Hidrofébica 3.72 Ser 965C Ligaciode H  3.17
Glu 1054C Hidrofébica 3.64 His 912C n-stacking 4.13
His 912C Ligacdode H 3.48
BRZ* Thr 199C Hidrofébica 3.90 Thr 167C Ligacaiode H 3.05
Asn 335C Hidrofébica 3.47 His 194C Ponte de sal 3.95
Cys 166C Ligaciode H 2.79
Legenda: *ligante co-cristalizado (redocking) BRZ:

6-(1,1-dimetiladil)-2-(1-hidroxi-1-metiletil)-2,3-dihidro-7h-furo[3,2-g]chromen-7-ona; Bz: benznidazol.

As interacdes da DBAn com a Tripanotiona Redutase (Figura 26) revelaram

interagdes hidrofobicas com Thr 53B e Ala 822B; ligagdes de hidrogénio com Ser 663B, Asp

811B, Thr 819B. Benznidazol apresentou trés interagdes: hidrofobica (Ile 200B), com

hidrogénio (Thr 335B) e m-stacking (Phe 199B). As simulagdes do redocking do complexo
QUM-TcTR, formou além de interagdes hidrofobicas (Tyr 111B, Ile 339B) e ligacdes de
hidrogénio (Tyr 111B), também ligacdo haldégenea (Ser 110B) (Tabela 5).
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Figura 26 - Complexo de interacdo da enzima TcTR com os ligantes e interagdes do ligante DBAn com o

receptor.
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W Ligante — Ponte de Hidrogénio
Fonte — Elaborado pelo autor.
Tabela 5 - Interagdes entre a DBAn, Bz ¢ QUM com TcTR
Ligantes Receptor Interacao Disténcia Receptor Interacio Distancia (A)
@A)
DBAn Thr 536B Hidrofébica 342 Asp 811B Ligaciode H 2.97
Ala 822B Hidrofébica 3.67 Thr 891B Ligaciode H 2.03
Ser 663B Ligaciode H 2.33 Thr 891B Ligacifode H 2.12
Bz Ile 200B Hidrofébica 3.60 Thr 335B Ligacgiode H 2.76
Thr 335B Ligacdode H 2.95 Phe 199B n-stacking 5.00
QUM* Tyr 111B Hidrofébica 3.32 Ser 100B Ligacdo 3.15
halogénica
Ile 339B Hidrofébica 3.37
Tyr 111B Ligacdode H 3.22 Ser 100B Ligacdo 3.61
halogénica

Legenda: *ligante co-cristalizado (redocking) QUM: mostarda de quinacrina; Bz: benznidazol.
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A interagdo do complexo DBAn-TcCr (Figura 27), formou interagdes hidrofobicas
com a DBAn nos residuos: Phe 39A, Leu 40A, Gly 42A, Pro 44A; com o Bz interagiu como
Trp 184A e o inibidor KB2 com Leu 67A. As ligagdes de hidrogénio ocorreram entre DBAn
no residuo Arg 10A; Bz com Gln 21A e com o inibidor KB2 as interagdes foram com GIn
19A, Cys 25A, Gly 66A. A n-stacking ocorreu apenas com o Bz no residuo Trp 184A (Tabela
6).

Figura 27 - Complexo de interagdo da enzima TcCr com os ligantes e interacdes do ligante DBAn com o

receptor.
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Fonte — Elaborado pelo autor.

Tabela 6 - Interacdes entre a DBAn, Bz e KB2 com TcCr

Ligantes Receptor Interacao Distancia (A) Receptor Interacao Distancia (A)
DBAn Phe 39A Hidrofébica 3.76 Pro 44A Hidrofébica 3.81

Phe 39A Hidrofébica 3.44 Pro 44A Hidrofébica 3.78

Leu 40A Hidrofébica 3.29 Arg 10A Ligacdode H 2.24

Gly 42A Hidrofébica 3.99 Arg 10A Ligacdode H 3.22
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Bz Trp 184A Hidrofébica 3.52 Trp 188A Hidrofébica 3.99
Trp 184A Hidrofébica 3.78 Gln 21A Ligacdode H 3.54
Trp 184A Hidrofébica 3.67 Trp 184A n-stacking 4.54
KB2* Leu 67A Hidrofébica 3.88 Cys 25A Ligacifode H 2.18
Leu 67A Hidrofébica 3.59 Gly 66A Ligacdiode H 1.87
GIn 19A Ligaciode H 2.28 Gly 66A Ligaciode H = 2.27

Legenda: *ligante co-cristalizado  (redocking)KB2:(3S)-3-(4-{(1S)-1,2-dimetil-1-[(quinolin-6-ilmetil)

amino|propyl}-1H-1,2,3-triazol-1-il)heptan-2-ona; Bz: benznidazol.

5.3 Parametros farmacocinéticos

A andlise da predicdo in silico das propriedades farmacocinéticas mostraram que o

DBAn nao violou nenhuma das regras dos cinco de Lipinski, mostrando ser uma molécula

lipossoluvel além de apresentar uma boa absorg¢ao oral (Tabela 7).

Tabela 7 - Propriedades fisico-quimicas calculadas da DBAn e Bz.

Molécula MM nALH nDLH miLogP TSPA
g/mol Az
Valor <500 <10 <5 <5 <140
desejavel
DBAn 294,34 3 0 3,46 35,53
Bz 260,25 4 1 0,37 92.74

Legenda - MM: massa molecular; nALH: nimero de grupos aceptores de ligagdo hidrogénio; nDLH: numero

de grupos doadores de ligagdo hidrogénio; miLogP: coeficiente de particdo octanol-agua; TPSA: area de

superficie polar topologica.
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Os parametros ADMET (absorgdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade)
in silico mostraram que a DBAn teve uma boa probabilidade de ser uma molécula com uma
boa absorcao, a permeabilidade Caco-2 foi de 1.357. Também apresentou uma 6tima absor¢ao
intestinal 97%. A absorcdo epitelial teve um log kp > 2,587, sendo considerada baixa
absorc¢do. Os resultados mostraram que o DBAn possui um baixo valor de distribuicdo em
relacio ao Bz, assim como nao possui uma capacidade de atravessar a barreira

hematoencefalica e pouca possibilidade de penetrar no sistema nervoso central.

A DBAn mostrou ser um inibidor para a maioria dos citocromos P450 testadas,
podendo ser metabolizada no figado. A excre¢cdo do DBAn mostrou ser menor quando
comparada ao Bz. Os resultados toxicocinéticos mostraram que o DBAnnao é capaz de inibir

nenhuma hERG, ndo ser toxica e ndo ser capaz de causar hepatotoxicidade (Tabela 8).

Tabela 8 - Propriedades ADMET do DBAn.

PARAMETRO DBAn Bz Referéncia
Absorc¢ao
Solubilidade aquosa (log mol/L) -5.049 -2.723 -
Permeabilidade Caco-2 (log Papp em 10 cm/s) 1.357 0.655 > 0,90
Absorgdo intestinal humana (%) 97.112 75.494 >30
Absorgao epitelial (log Kp) -2,587 -2,735 baixa > -2,5
Substrato Glicoproteina P NAO SIM S/N
Inibidor glicoproteina PI SIM NAO S/N
Inibidor glicoproteina P II NAO NAO S/N
Distribuicao
Volume de distribuigdo (humana) (log L/kg) -0,082 0,234 alto > 0,45
Fragdo ndo ligada 0 0,325 -
Permeabilidade BHE (log BH) -0,052 -0,863 >0,3
Permeabilidade SNC (log PS) -1,387 -2,69 >-2
Metabolismo
Substrato CYP2D6; CYP2D6 NAO NAO S/N
Substrato CYP3A4; CYP1A2; CYP2C19; CYP2C9; CYP3A4 SIM NAO S/N
Excrecao
Substrato renal OCT2 NAO NAO S/N
Eliminagao total (log mL/min/Kg) 0,196 0,519 -

Parametros toxicocinéticos
Mutagenicidade (Teste de Ames NAO SIM NAO
Dose maxima tolerada (log mg/Kg/dia) 0,842 1,029
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Inibidor hERG I/ hERG II NAO NAO
DL;, (mg/Kg) 2.165 2.265
LOAEL (log mg/Kg/dia) 2.247 1.682
Hepatotoxicidade NAO SIM

Legenda - Papp: coeficiente de permeabilidade aparente; Kp: constante de permeabilidade; BHE: barreira
hematoencefalica; SNC: sistema nervoso central; PS: area de permeabilidade de superficie; OCT2: transportador
de cations organicos; AMES: ensaio da capacidade de um composto quimico para induzir muta¢cdes no DNA;

DL: dose letal; LOAEL: nivel de efeito adverso mais baixo observado.

5.4 Avaliacio da citotoxicidade da DBAn em células hospedeiras.

Células LLC-MK2 foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade da DBAn apos 24h
de exposicao em diferentes concentragdes (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 uM). Esse
teste de citotoxicidade foi realizado pelo ensaio com MTT para detectar a viabilidade celular
tendo como base o metabolismo oxidativo. Houve efeito citotoxico apenas entre as
concentragdes de 1000puM a 250 uM, com percentual de variacdo de 58,79% a 72,87%.

Nessas mesmas concentracdes o Bz variou de 36,58% e 85,35% (Figura 28).

Figura 28 - Citotoxicidade do DBAn (A) e Bz (B) sobre a viabilidade de células LLC-MK2, apds 24h de

tratamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Viabilidade celular em células LLC-MK?2 tratadas com DBAn (A) e Benznidazol (B); CT: Controle; V:
Veiculo (DMSO 0,5%). Os dados sdo expressos por média + erro padrdo médio (E.P.M.) dos experimentos em
triplicata da quantifica¢do e representam o percentual de viabilidade celular. Analise estatistica foi realizada pelo

teste ANOVA (pds-teste Dunnett) (¥p<0.05. vs. controle).
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O DBAn apresentou uma CCs, de 1277 uM, enquanto o Bz foi de 616 uM. Os
valores de CCj,, foram utilizados para calcular o Indice de Seletividade (IS), representando a
seletividade da DBAn sobre o 7. cruzi em relacao a célula hospedeira de um vertebrado. O IS
encontrado foi de 36,01, a partir desse resultado foram escolhidas as concentragdes de

trabalho para os ensaios tripanocidas (Dados mostrados na tabela 3).

5.5 Avaliacio da atividade do DBAn em formas epimastigotas de 7. cruzi

Para avaliar a agdo do DBAn sobre as formas epimastigotas de 7. cruzi, foi realizado
o tratamento nas concentragdes entre (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,6 uM) durante 72

horas. O ensaio foi realizado pela contagem dos epimastigotas na camara de Neubauer.

O efeito inibitério nas formas epimastigotas esta representada através da
percentagem da viabilidade celular, em em 72h observou-se uma viabilidade entre 6,10% -
101,17% (Fig. 29A) sendo considerada a quantificagdo de 100%. Foram consideradas doses
significativas entre 1000 e 62,5 uM. Para o Bz (Fig. 29B) o percentual de epimastigotas no
tempo de 72h, foi estimado em 1,7 e 42,1%. Os valores correspondentes de ICs, encontram-se

na tabela 3.

Figura 29 - Efeito citotoxico do DBAn (A) e Bz (B) sobre a forma epimastigota de 7. cruzi apoés 72h de
tratamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Viabilidade celular em formas epimastigotas tratadas com DBAn (A) e Benznidazol (B). (CT:
Controle), V: Veiculo (DMSO 0,5%). Os dados sdo expressos por média + erro padrio médio (E.P.M.) dos
experimentos em triplicata da quantificag@o e representam o percentual de viabilidade celular. Analise estatistica

foi realizada pelo teste ANOVA (pods-teste Dunnett) (*p<0.05. vs. controle).
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5.6 Avaliagdo da atividade da DBAnR sobre as formas tripomastigota de 7. cruzi

O efeito citotoxico da DBAn foi avaliado sobre as formas tripomastigotas de 7. cruzi
nas concentracdes de (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,6 uM), ap6s 24h de tratamento.
O ensaio foi realizado pela contagem dos tripomastigotas em camara de Neubauer. O DBAn
reduziu a viabilidade das formas tripomastigotas nas concentragdes de 1000 a 62,5 uM
testadas, quando comparadas com o grupo controle, chegando a 100% de inibi¢ao (Fig. 30A).
O Bz apresentou efeito nas mesmas concentracdes testadas abaixo de 68,36%. O efeito do
DBAn sobre as formas tripomastigotas apresentou uma LCjy, de 35,6 uM, enquanto o Bz foi

de 256 uM (Fig. 30B).

Figura 30 - Efeito citotoxico da DBAn (A) e Bz (B) sobre a forma tripomastigotas de 7. cruzi ap6s 24h de

tratamento.

>
w

150+

S —~
E 1254 § 1254
& =
§ 100 gb 1004 e
= b7 *
(=]
g 754 £ 751 .
= 15
2 50 ) *
5 & | N
iz > 50
3 25 3 -
BS * * * * * = 251
0— T T T T T T -C.E
CT Vo 15,62 31,25 62,5 125 250 500 1000 > 0- T T T T T T T T
[ | CT V I15,6 31,3 62,5 125 250 500 1000I
I
DBAn (uM) Benznidazol (uM)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Viabilidade celular em formas tripomastigotas tratadas com DBAn (A) e Benznidazol (B) (CT:
Controle), V: Veiculo (DMSO 0,5%). Os dados sdo expressos por média £ erro padrao médio (E.P.M.) dos
experimentos em triplicata da quantificagdo e representam o percentual de viabilidade celular. Andlise estatistica

foi realizada pelo teste ANOVA (pods-teste Dunnett) (*p<0.05. vs. controle).
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5.7 Relacio da atividade do DBAn x Bz sobre as formas tripomastigotas e

epimastigotas do 7. cruzi e em células LLC-MK2.

A molécula do DBAn foi capaz de inibir 50% da cultura de epimastigota em 61,81
uM em 72h de tratamento. Enquanto que no Bz a ICs, foi de 16,5 pM em 72h. Para as formas
tripomastigota a LCs, da DBAn apresentou ser mais potente 7 vezes em comparagao com o
Bz. Ja nas células hospedeiras LLC-MK2 a CCy, da DBAn foi de 1277, demonstrando que a
mesma ndo possui efeito toxico para essas células hospedeiras, mesmo nas altas

concentragoes testadas (Tabela 9).

Para calcular o IS, foram utilizados os dados de LCs, dos tripomastigotas e CCs, das
células LLC-MK2. Como resultado, a DBAn apresentou melhor IS de 36, enquanto que o Bz
foi de apenas 2,4, ou seja, a DBAn apresentou IS de 15 vezes melhor que o medicamento de

referéncia.

Tabela 9 - Relacdo da atividade da DBAn x Bz.

Célula Tempo (h) Resultado (uM + D.P.)
DBAn Benznidazol
Epimastigota (ICs,) 72 61,81 + 0,83 16,5+3
Tripomastigota (LCs) 24 35,46 + 0,23 256 +£77
LLC-MK2 (CCs) 24 1277 £ 348 616+ 51
IS 24 36,01 2.4

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: ICyy= inibicdo do crescimento a 50%; LCs, = concentragdo inibitdria a 50%; CCs,= concentracdo a
50% de citotoxicidade; IS = Indice seletividade; D.P. = Desvio padrdo. Os dados sdo expressos por média = erro
padrdo médio (E.P.M.) dos experimentos em triplicata da quantifica¢@o e representam o percentual de viabilidade

celular. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (pos-teste Dunnett) (¥*p<0.05. vs. controle).
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5.8 Avaliacdo da atividade do DBAnR sobre as formas amastigotas de Z.cruzi

A investigacdo de formas intracelulares de 7 cruzi, amastigotas, foi realizada a partir
da infeccao de células LLC-MK2, com formas tripomastigotas. O ensaio foi realizado pela
contagem do numero de células infectadas e contagem de amastigotas em laminas fixadas e

coradas, em seguida visualizadas no microscépio Optico.

Os resultados mostraram que as concentragdes 62,5; 31,25 e 15,6 uM de DBAn
foram capazes de diminuir de forma significativa a infeccao das células hospedeiras com
percentuais de 24,12%, 35,53% e 31,33% respectivamente, quando comparadas aos Bz
61,13% e 73,15% nas concentragdes de 1000 e 500 uM (Fig. 31A). Em relacdo a atividade
anti-amastigotas nas células infectadas, ocorreu um aumento percentual de 75,22%, 73,21% e
60,33% nas concentragdes 62,5; 31,25 e 15,6 uM, respectivamente, enquanto o Bz apresentou
percentuais de 32,55% e 44,94% nas concentragdes de 1000 e 500 uM (Fig. 31B). Essas
concentragdoes de DBAn foram escolhidas com base na LCy, reduzida nas formas

tripomastigotas.

Figura 31 - Efeito citotéxico da DBAn (A) e Bz (B) sobre a forma amastigota de 7. cruzi apés 24h de

tratamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Percentual de células infectadas (A); Atividade anti-amastigotas por 100 células infectadas (B) tratadas
com DBAn e Benznidazol. (CT: Controle) Os dados sdao expressos por média + erro padrao médio (E.P.M.) dos
experimentos em triplicata da quantificagd@o e representam o percentual de viabilidade celular. Analise estatistica

foi realizada pelo teste ANOVA (pos-teste Dunnett) (*p<0.05. vs. controle).
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5.9 Ensaios de citometria de fluxo

Em todos os ensaios de citometria de fluxo, a visualizagdo das células foram
demonstradas através de graficos de pontos (dot plot) bidimensional, sendo analisados os
seguintes parametros: tamanho, granulosidade e identificacdo das populacdes celulares.
Também foram feitos histogramas e dot plot para analise em escala logaritmica de acordo
com cada marcador fluorescente utilizado nos ensaios. Cada amostra foi lida em triplicata e,
de cada uma, foram adquiridos 10.000 eventos (30.000 células/animal). Os valores referentes
a producdo de espécies reativas de oxigénio foram avaliados por meio da mediana da
intensidade de fluorescéncia emitida pela populacdo de células analisadas. Este valor ¢ dado
pelo aparelho e foi esta unidade utilizada para se avaliar a intensidade de fluorescéncia das

células.

59.1 Avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em formas

epimastigotas de 7. cruzi pelo DBAn.

A analise de espécies reativas de oxigénio foi realizada apos o periodo de incubagao
do DBAn com as formas epimastigotas de 7. cruzi marcadas com DCFH,-DA. Ao ser
internalizado pelo parasito, o DCFH,-DA ¢ oxidado na presenga de EROs, produzindo

fluorescéncia.

Na Figura 32 ¢ possivel observar um aumento na producdo de EROs, indicando um
deslocamento para a direita dos grupos de parasitos tratados nas concentragcdes da DBAn (250
e 125 pM). A intensidade relativa de fluorescéncia teve um aumento bastante significativo,
superior a 253% na maior concentragdo testada quando comparada com o grupo controle (Fig.
33). Quando comparada com Bz (500 uM), DBAn obteve um aumento de 52% na
fluorescéncia em doses menores (250 e 125 uM). Esses resultados indicam uma produgao de

EROs induzido pela DBAn nos parasitos.
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Figura 32 - Histograma da intensidade de fluorescéncia (FL1) apdés marcagdo com DCFH,-DA nas formas

epimastigotas de 7. cruzi ap6s 24 horas de tratamento com DBAn.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: O eixo X representa a intensidade DCF-DA, enquanto o eixo Y indica as contagens de células em
intensidade de fluorescéncia correspondente. A linha preta ¢ a interpretagdo de fluorescéncia do controle
positivo. A linha vermelha corresponde ao Bz (500 pM), linha azul claro corresponde ao DBAn (125 uM), a
linha azul escuro corresponde ao DBAn (250 pM).

Figura 33 - Avaliacdo da producdo de espécies reativas citoplasmaticas em epimastigotas por citometria de fluxo

pelo DBAn.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Intensidade de fluorescéncia do DCFH,-DA nas formas epimastigotas de 7. cruzi ap6s 24h de
tratamento com DBAn. CT (grupo controle); DBAn (125 e 250 pM). Os dados sdo expressos por média + erro
padrdo médio (E.P.M.) dos experimentos em triplicata da quantificacdo e representam o percentual de viabilidade

celular. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (pos-teste Dunnett) (*p<0.05. vs. controle).



82

5.9.2 Avaliagdo do potencial transmembranico mitocondrial (A¥m) em formas epimastigotas

de T cruzi pelo DBAn.

A determinagdo de possiveis alteracdes na membrana mitocondrial ocasionadas pelo
DBAn, foi realizada nas formas epimastigotas dos parasitos, tratados por 24h de incubagdo,
marcados com rodamina (Rho-123), este fluor6foro se acumula no espaco intermembranar

mitocondrial de células viaveis, analisadas por citometria de fluxo.

Nossos resultados mostraram uma redugdo significativa do potencial de membrana
mitocondrial dos parasitos em 28% (deslocamento a esquerda) quando comparada ao grupo
controle (Fig. 34), assim como ¢ possivel observar uma reducdo da intensidade de
fluorescéncia vermelha (Fig. 35). A redugdo do potencial de membrana foi 10% maior quando
comparadas com o Bz. Por se acumular apenas em mitocOndrias intactas, a diminui¢do da
fluorescéncia indica que houve dano da membrana mitocondrial dos parasitos tratados com

DBAn.

Figura 34 - Histograma da intensidade de fluorescéncia (FL2) ap6s marcagdo com Rho-123 nas formas

epimastigotas de 7. cruzi ap6s 24 horas de tratamento com DBAn.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: O eixo X representa a intensidade de fluorescéncia de Rho-123 , enquanto o eixo Y indica as contagens
de células em intensidade de fluorescéncia correspondente. A linha preta ¢ a interpretacdo de fluorescéncia do
controle positivo. A linha vermelha corresponde ao Bz (500 uM), linha azul claro corresponde ao DBAn (125

puM), a linha azul escuro corresponde ao DBAn (250 pM).
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Figura 35 - Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial em epimastigotas de T.cruzi apos 24h de

tratamento com DBAn.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Intensidade de fluorescéncia da Rho 123 nas formas epimastigotas de T. cruzi apos 24h de tratamento
com DBAn. CT (grupo controle); DBAn (125 e 250 uM). Os dados sdo expressos por média + erro padrdo
médio (E.P.M.) dos experimentos em triplicata da quantificacdo e representam o percentual de viabilidade

celular. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (pos-teste Dunnett) (¥*p<0.05. vs. controle).

5.9.3 Avaliacdo do potencial necrdtico/apoptotico em formas epimastigotas de 7. cruzi pelo

DBAn.

A avaliagdo do mecanismo de morte celular do DBAn € possivel realizar através da
detec¢do da externalizacdo de fosfatidilserina e da perda de permeabilidade de membrana do
parasito, para isso formas epimastigotas foram tratadas por 24h com DBAn, marcadas com
7-AAD (marcador de necrose) e Anexina Ax-PE (marcador de apoptose), sendo analisadas

por citometria de fluxo.

Os dados revelaram um aumento no percentual da marcacdo com apenas
(7-AAD+/AXPE-), assim como nas células vidveis para ambos os fluorocromos
(7-AAD-/Ax-). Parasitos marcados apenas com 7-AAD (7-AAD+/Ax-), apresentaram
percentuais de 6,70% e 11,80% nas concentragdes de 125 e 250 uM, respectivamente,

enquanto que parasitos marcados apenas com Anexina V-PE (7-AAD-/Ax+), ndo apresentou
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nenhuma alteragdo. O aumento da marca¢ao com 7-AAD indica a perda da permeabilidade de
membrana o que induziu a morte do parasito, sugerindo a ocorréncia de necrose. Ja para
avaliar apoptose tardia marcadas duplamente (7-AAD+/Ax+) nos parasitos, revelaram
percentuais significativos de 4,17% e 6,76%, nas mesmas concentragdes testadas (125 e 250

uM), quando comparados ao grupo controle (Fig. 36).

Na Figura 37 mostra os dados em forma de histogramas biparamétricos apresentados
dois eixos: o eixo X mostra a marcacao de células com Ax-PE e no eixo Y marca¢ao com
7-AAD. A imagem ainda mostra a divisdo de cada histograma em quadrantes: Quadrante
inferior esquerdo: células viaveis (ndo-marcadas); quadrante inferior direito: células marcadas
com Anexina V; quadrante superior esquerdo: células marcadas apenas com 7-AAD;
quadrante superior direito: células marcadas duplamente com 7-AAD e Anexina V-PE. CT:

Controle.

Figura 36 - Avaliagdo do mecanismo de morte celular do DBAn por apoptose e/ou necrose marcado por

7-AAD/Anexina V na cultura de formas epimastigota de 7. cruzi.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: 7-AAD-/Ax- = células viaveis; 7-AAD+/Ax- = células necroticas; 7-AAD-/Ax+ = células apoptdticas;
7-AAD+/Ax+ = apoptose tardia. Os dados foram expressos como média = EPM e avaliados por one-way

ANOVA com poés-teste de Dunnet. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 37 - Grafico Density-plot do perfil necrotico/apoptdtico induzido por DBAn, analisado por citometria de

fluxo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Dispersao de células por intensidade de marcagdo por anexina Ax-PE e 7-AAD. (A) Grupo controle;

(B) Grupo tratado com Bz; (C) Grupo tratado com DBAn 250 uM; (D) Grupo tratado com DBAn 125 pM.
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5.10 Avaliacdo da atividade sinérgica com DBAn + Bz

A avaliagdo da atividade sinérgica foi analisada pelo software Combenefit, com base

no efeito de combina¢ao da DBAn+ Bz.

Os resultados foram demonstrados pelos graficos de Mapeamento dos niveis de
sinergia na superficie dose-resposta de combinacdo experimental, mostrando a percentagem
de sinergismo para diferentes concentragdes ¢ combinagdes (Figuras 38-40) e niveis de
sinergia em formato matricial, onde a distribui¢do de sinergia foi derivada da combinagado

dose-resposta e dose-resposta de referéncia.

A pontuagdo observada refere-se aos niveis de sinergia e/ou antagonismo. As
pontuacdes positivas significam que a combinacdo do DBAn e Bz ¢ sinérgica, enquanto as

pontuagdes negativas indicaram antagonismo (Figuras 38-40).

Nos resultados graficos, também ¢ possivel visualizar cores para diferenciacao da
sinergia e/ou antagonismo, o azul representa as combinacdes sinérgicas, o verde ¢ usado para
a indiferen¢a e o vermelho, o laranja e o amarelo indicam as combinagdes que resultaram em

antagonismo.

5.10.1 Avaliacdo da atividade sinérgica com DBAn+ Bz em células LLC-MK2.

Os resultados sinérgicos do DBAn ¢ Bz em células LLC-MK2, ndo mostraram
regides de sinergismo significativo nas concentragdes testadas, apresentando apenas um ponto
sinérgico na concentracao 0.16/0.08 uM de DBAn/Bz. Nas demais concentragdes, ocorreram
regides de antagonismo, revelando que essas combinagdes de DBAn+Bz ndo possuem um

perfil de citotoxicidade consideravel para as células LLC-MK2 (Fig. 38).
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Figura 38 - Interagdes sinérgicas entre DBAne Bz em células LLC-MK2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Analise de superficie dose-resposta, mostrando o mapeamento dos niveis de sinergia na
combinagdo experimental entre DBAn e Bz; (B) Distribui¢ao de sinergia, em formato matricial, derivada da
combinag@o dose-resposta ¢ da dose-resposta de referéncia, entre DBAn e Bz. nivel de significancia estatistica:
(*) para um valor de p menor que 0,05, (**) para um valor de p menor que 0,01 e (***) para um valor de p
menos de 0,001. Os dados sdo expressos por média + erro padrdo médio (E.P.M.) dos experimentos em

duplicata. Analise obtida pelo software Combenefit utilizando o modelo de Bliss.
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5.10.2 Avaliacdo da atividade sinérgica com DBAn+ Bz em formas epimastigotas

A combinagdo entre DBAn ¢ Bz contra formas epimastigotas, ¢ mostrada na figura
39. Observa-se a inibi¢ao do crescimento celular ap6s 72h de tratamento, com a ocorréncia de
sinergismo entre as concentragdes de DBAn (20 - 0,5 uM) e Bz (10 - 0,16 uM), destacada pela
regido azul escura com superficie mais profunda. As principais combinagdes que tiveram
maiores pontuagdes positivas no grafico matricial foram, em ordem decrescente: 10/0,31 uM;

20/5 uM; 10/0,62 uM; 20/2,5 uM; 10/2,5 uM; 5/5 uM, nas concentragdes de DBAn/Bz.

5.10.3 Avaliacdo da atividade sinérgica com DBAn+ Bz em formas tripomastigotas

Apés o resultado do sinergismo em formas epimastigotas, definiu-se as
concentracdoes a serem utilizadas nas formas tripomastigotas. No grafico de superficie, as
combinagdes sinérgicas se concentraram entre (20 - 5,0 uM) DBAn e (10 e 5,0 uM) Bz. As
melhores concentragdes positivas na regido de cor azul escuro, no grafico matricial, foram
em ordem decrescente: 10/10 uM; 5/10 uM; 10/5 uM; 20/10 uM; 20/5 uM, nas concentragdes
de DBAn/Bz (Fig. 40).



Figura 39 - Interagdes sinérgicas entre DBAn e Bz em formas epimastigotas.
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Legenda: (A) Analise de superficie dose-resposta,

combinagdo experimental entre DBAn e Bz; (B) Distribui¢do de sinergia, em formato matricial, derivada da
combinag@o dose-resposta ¢ da dose-resposta de referéncia, entre DBAn e Bz. nivel de significancia estatistica:
(*) para um valor de p menor que 0,05, (**) para um valor de p menor que 0,01 e (***) para um valor de p

menos de 0,001. Os dados sdo expressos por média + erro padrdo médio (E.P.M.) dos experimentos em

mostrando o mapeamento dos niveis de sinergia na

duplicata. Analise obtida pelo software Combenefit utilizando o modelo de Bliss.
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Figura 40 - Interagdes sinérgicas entre DBAn e Bz em formas tripomastigotas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Analise de superficie dose-resposta, mostrando o mapeamento dos niveis de sinergia na
combinagdo experimental entre DBAn e Bz; (B) Distribuigdo de sinergia, em formato matricial, derivada da
combinagdo dose-resposta e da dose-resposta de referéncia, entre DBAn e Bz. nivel de significancia estatistica:
(*) para um valor de p menor que 0,05, (**) para um valor de p menor que 0,01 e (***) para um valor de p
menos de 0,001. Os dados sd3o expressos por média £ erro padrio médio (E.P.M.) dos experimentos em

duplicata. Analise obtida pelo software Combenefit utilizando o modelo de Bliss.
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6. DISCUSSAO

A busca por novas moléculas tripanocidas ¢ de extrema importancia. A necessidade
surge devido as limitagdes inerentes, que conta apenas com Bz como farmaco disponivel, o
qual apresenta eficicia limitada e efeitos adversos na fase cronica da DC, juntamente com
perfil de toxicidade consideravel (MILLS, 2020). Surge entdo a urgéncia de pesquisas de
novos compostos antichagasicos. Diversas pesquisas se baseiam na procura de moléculas
naturais e /ou sintéticas, direcionadas contra o 7. cruzi, para o desenvolvimento de novas
drogas que possuam alvos especificos/seletivos no metabolismo desse parasito (KRATZ,

2019).

Evidéncias mostram que a curcumina tem potenciais atividades antiparasitarias. No
entanto, a absorcdo irregular, a instabilidade em pH 4cido e a metabolizacdo extensa
dificultam seu uso, principalmente por via oral (GRESSLER et al., 2015; CHERAGHIPOUR
et al., 2018; CAS; GHIDONI, 2019; CARAPINA DA SILVA et al., 2019; RAI, 2020;
ALBALAWTI et al., 2021). Assim, derivados sintéticos da curcumina, os curcuminoides,
foram desenvolvidos para melhorar esses impasses farmacocinéticos € gerar compostos com
maior atividade biologica e/ou menor toxicidade (ZHENG et al., 2017; HOSSEINI-ZARE et
al.,2021).

Ademais, o presente trabalho demonstra, pela primeira vez, eventos de morte celular
induzidos pelo curcumindide sintético, (1E,4E)-1,5-bis-(4-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona
(DBAn), nas trés formas de vida da cepa Y de 7. cruzi. Além disso, simulagdes de
acoplamento molecular foram realizadas com proteinas do metabolismo e viruléncia do

parasito mostrando sua capacidade de interagir com estas enzimas.

Um dos problemas que surgiram em muitos paises € que agravou a questdo da
morbimortalidade causada pela DC, ¢ a existéncia de cepas resistentes, mesmo que
parcialmente, ao tratamento atual (LIMA et al., 2023). Particularmente a cepa Y apresenta
uma maior resisténcia a medicamentos, pertencente ao grupo com gendtipo Tcll
(FONSECA-BERZAL et al., 2020). DBAn mostrou resultados interessantes contra a cepa Y
do parasito parcialmente resistente ao Bz, destacando a relevancia do trabalho e o potencial

dos curcuminoéides no desenvolvimento de novas substancias tripanocidas.

Outros curcuminoéides j4 demonstraram alta atividade contra as formas de vida dos
parasitos: L. major e T. gondii (AL NASR et al., 2021; KHAN et al., 2021). T. brucei

demonstrou ser suscetivel aos curcumindides fluorados, particularmente em cepas
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multirresistentes (B48) (Changtam et al., 2010). No estudo de Nagajyothi (2012), a propria
molécula da curcumina foi capaz de impedir a infeccdo por 7. cruzi em fibroblastos.
Sueth-Santiago (2016) testou a curcumina e curcuminoides sintéticos, demonstrando efeitos
relevantes contra as diferentes formas de vida do 7. cruzi. Matiadis (2021) sintetizou e avaliou
pirazolinas, derivadas de curcumindides, comprovando que esses compostos sao promissores

na inibi¢ao do parasito.

Além disso, Saberi (2021) mostrou que derivados curcuminoides sdo mais potentes
do que a curcumina contra a leishmaniose. Ainda, os curcumindides apresentaram efeito
antimicrobiano contra microrganismos como Streptococcus sp. (VIEIRA et al., 2018),
Trichomonas vaginalis (CARAPINA DA SILVA et al., 2019) e espécies de Candida sp.
(AZARI et al., 2021; LEE et al., 2022), reforcando o potencial biolégico destes compostos.

Inicialmente, a determina¢do da citotoxicidade e das concentracdoes a serem
utilizadas de DBAn nos ensaios de atividade antiparasitaria foram feitas com células
hospedeiras LLC-MK2, as quais s3o utilizadas para obten¢ao das formas tripomastigotas e
amastigotas intracelulares do 7. cruzi. DBAn apresentou citotoxicidade inferior a do fa&rmaco
de referéncia, Bz. Enquanto a DBAn apresentou uma CCsy, de 1277 uM, Bz mostrou uma

CCsy de 616 uM.

A citotoxicidade dos curcumindides j& foi demonstrada em outras linhagens
celulares, interferindo na inibi¢do, proliferacao e metastase em células cancerigenas: HNO97
(CCsy = 35 uM) (ALMAKI et al., 2021); HeLaS3, KBvin, MCF-7, HepG2, NCI-H460 e
NCI-H460/MX2 (CCsy < 40 uM) (CHEN et al., 2021). Outro derivado curcuminoide
demonstrou CCs, entre 27,7 e 73,4 uM, em células cancerigenas de célon (HCT116), mama
(MCF-7) e nasofaringeo (CNE2, 5-8F e 6-10B) (HE et al., 2019). Estes resultados sugerem
que os curcuminoides sdo altamente citotoxicos contra células cancerigenas, enquanto DBAn,
poderia ser considerada uma molécula segura em células LLC-MK2, quando comparada com
benznidazol. Ap6s a medicao da citotoxicidade para as células hospedeiras, foram realizadas

experiéncias de atividade tripanocida.

As formas epimastigotas sdo encontradas no hospedeiro intermedidrio e apresentam
baixa infectividade em humanos (De SOUSA; BARRIAS, 2020). Apesar disso, sdo as formas
de vida mais resistentes do 7. cruzi, sendo uteis em estudos de triagem tripanocida (BOLLINI
et al., 2019; DOMINGUEZ-DIAZ et al., 2021). Sueth-Santiago (2016) avaliaram o efeito
natural de curcumindides sintéticos em formas epimastigotas durante um periodo de

tratamento de 7 dias, mostrando alteracdes importantes na membrana celular e no
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citoesqueleto. Além disso, como s3o formas replicativas do 7. cruzi, pode-se inferir que o
DBAn interfere em processos celulares importantes para a sobrevivéncia e replicacdo do
parasito, particularmente na diminuigdo celular e comprometimento do funcionamento do

citoesqueleto do 7. cruzi.

Destacamos o efeito do DBAn em forma tripomastigotas, onde doses em micromolar
> 62,5 apresentaram resultados satisfatorios, eliminando todas as formas infecciosas do
parasito em concentragdes inferiores as de Bz, além de uma LCs, de 35,46 uM, frente a uma
LCsy de 256 puM do Bz. Esse valor corrobora com Souza (2021), onde testou curcuminoides
derivados da dibenzalacetona, entre elas uma molécula com a mesma estrutura que a molécula
do nosso trabalho, apresentou uma LCs, de 29,82 uM. Nesse mesmo trabalho, os testes foram
limitados apenas ao estudo de citotoxicidade em células de mamiferos C2C12 e em formas
tripomastigotas e amastigotas e teste de toxicidade aguda. Recentemente, derivados da
dibenzalacetona foram testados contra 7. brucei, vérios desses analogos mostraram alta

atividade tripanocida, com valores de LCs, > 0,20 uM (FRANCISCO et al., 2023).

Sueth-santiago (2016) demonstrou em seu trabalho que curcumindides sintéticos
foram capazes de inibir a liberacao de tripomastigotas, em células de mamiferos previamente
infectadas por 7 dias. O efeito do DBAn em formas tripomastigotas ¢ de grande interesse,
pois esta ¢ a forma infectante do parasito encontrada em hospedeiros vertebrados. O efeito
antiparasitario sobre estas formas ¢ uma das mais importantes estratégias para prevenir e/ou
retardar a infeccdo das células hospedeiras e a consequente diferenciagao em amastigotas e na

propagacio da infecgdo, (PEREZ-MAZLIAH; WARD; LEWIS, 2021).

O efeito bioldgico dos curcumindides ¢ atribuido ao grupo funcional cetona presente
na cadeia principal do DBAn, pois a retirada deste grupo compromete o efeito tripanocida
(CHAGTAM et al., 2010; FRANCISCO et al., 2023). Este efeito dos curcuminoides pode ser
ainda potencializado pela adicdo de grupos -OCH; nas posi¢cdes meta e para dos anéis
aromaticos (SAKALYTE et al., 2011; SOUZA et al., 2021). Além disso, analogos e hibridos
monoacetonados onde estes grupos estavam presentes, eram mais promissores contra cepas de
Leishmania donovani e T. brucei (CHAGTAM et al., 2010; CHAUHAN et al., 2018; SINGH
etal., 2019).

A atividade tripanocida do DBAn também pode estar associada a presenca de um
Grupo receptor de Michael, capaz de interagir com macromoléculas através da adigdo de
nucledfilos (doadores de Michael) para olefinas ativadas (aceitadores de Michael) (MATTOS;
MAZORATI, 1999). No trabalho de Alkhaldi (2014), a atividade tripanocida de véarios
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curcumin6ides monocetdnicos foi relacionada a formagdo de adutos (ligagdes) entre a
tripanotiona redutase, uma enzima importante para o redox metabolismo do 7. brucei, ¢ a
monoenona (receptor de Michael). Assim, esta ligagdo inativa a enzima, diminuindo os niveis
de tiol essencial para a vida do parasito, comprometendo a homeostase do parasito e levando a

morte celular (JIN et al., 2007; FRANCISCO et al., 2023).

A seletividade do DBAn apresentou uma IS de 36, resultado superior 15 vezes ao Bz,
com IS de 2,4. Isto pode ser observado pela menor toxicidade nas células hospedeiras e maior
aumento nas formas tripomastigotas. Uma IS > 10 ¢ considerado como um 6timo critério para
selecionar e avaliar a atividade biologica de uma molécula, tendo como pardmetro sua
citotoxicidade (CARAPINA DA SILVA et al., 2019). Destacamos nosso alto valor de IS da
DBAn em comparacao a outros estudos (CARAPINA DA SILVA et al., 2019; SOUSA et al.,
2021), onde esse efeito poderia estar relacionado a grupos quimicos presentes na sua
estrutura. A presenca de grupos metoxi pode estar relacionada a este efeito, de forma
semelhante ao descrito por Sousa (2021), em derivados sintéticos da curcumina, os compostos
com maior seletividade para 7. cruzi foram aqueles com maior numero desse grupo. Assim, o
otimo efeito da DBAn estaria relacionada a presenga de dois grupamentos metdxi em sua

molécula.

Nas formas intracelulares e replicativas do 7. cruzi, o DBAn foi capaz de diminuir a
quantidade de células infectadas, bem como o nimero de amastigotas em todas as
concentragOes testadas. Resultados semelhantes foram observados nos trabalhos de Aqeele
(2021) com Leishmania sp. € Sousa (2021) com curcumina e curcumindides em faixas
semelhantes de concentragdo e tempo de tratamento. O efeito anti amastigota do DBAn ¢ de
grande relevancia, uma vez que essas formas replicativas do parasito sdo os principais
envolvidos na propagacao e avango para o estagio cronico da DC (JIMENEZ-COELLO et al.,
2014; DUMOULIN; BURLEIGH, 2021).

Este efeito de diminuicao da infec¢do em células LLC-MK2 pode estar relacionado a
interferéncia do composto DBAn em mecanismos que envolvem ligagdo e/ou sinalizacao
celular que permite a passagem do parasito através da membrana plasmatica da célula
hospedeira (CARADONNA; BURLEIGh, 2011). Esse efeito foi apresentado no estudo de
Nagajyoyhi (2012), no qual o pré-tratamento com curcumina foi capaz de inibir a
internalizacdo do 7. cruzi em fibroblastos, bloqueando a baixa densidade receptores de

lipoproteinas (LDLr) nessas células, sendo essencial para a invasao pelo parasito.
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Outros mecanismos a qual o DBAn poderia estar interferindo na infec¢do do 7. cruzi,
seria em estruturas essenciais para replicagdo ou sobrevivéncia do parasito, seja em vias
metabolicas, impedindo a sintese e eliminagdo do aporte de nutrientes (CARADONNA;
BURLEIGH, 2011;DUMOULIN; BURLEIGH, 2018; DUMOULIN; BURLEIGH, 2021), seja
na perturbacdo no mecanismo do seu ciclo celular, com isso diminuindo sua replicagdo
(DUMOULIN; BURLEIGH, 2018), ou at¢ mesmo em processos que afetam a motilidade do
curto flagelo retido em amastigotas (WON et al, 2023). Essas hipoteses reforcam a

capacidade do DBAn como um potencial agente terapéutico.

Os processos de oxidagdo ocorrem na mitocondria, sendo necessario a presenca de
oxigénio para a producdo de energia necessaria ao parasito, com isso ha producao de EROs. A
interferéncia no mecanismo antioxidante, por exemplo em enzimas antioxidantes, favorece o
aumento de EROs, e com isso pode ocorrer dano mitocondrial (MACHADO-SILVA et al.,
2016).

Em nossos ensaios de citometria de fluxo, formas epimastigotas foram marcadas
com DCFH,-DA, um marcador de estresse oxidativo, assim nossos resultados demonstraram
que o DBAn foi capaz de induzir a produgdao de EROs, evidenciando seu efeito tripanocida,
ocasionando danos a membrana do 7. cruzi apds 24 h de tratamento. A ocorréncia de estresse
oxidativo ¢ um dos eventos de maior e mais importante ocorréncia, pois o desbalango na
producao e neutralizagao de ERO pode provocar peroxidagao de lipideos de membrana, danos
ao material genético, autofagia e apoptose, afetando assim sistemas enzimaticos importantes
para a sobrevivéncia do parasito (MACHADO-SILVA et al., 2016; MESIAS; GARG:; ZAGO,
2019).

O aumento da produgdao de EROs pelo DBAn, pode ter sido ocasionado pela inibigao
do sistema de equilibrio redox pelo nosso curcuminoide, conforme mostrado por Araveti e
Srivastava (2019) para a curcumina em leucécitos bovinos infectados pelo protozoario
Theileria annulata. Nesse estudo, a curcumina induziu a geragdo de EROs, culminando em
autofagia e apoptose. Em células cancerigenas, Li (2015) propds que os andlogos da
curcumina poderiam produzir uma grande quantidade de EROs através da intervencao do
aceitador Michael em sistemas antioxidantes, ocasionando parada no ciclo celular. Além
disso, Lazarin-Bidodia (2016) mostrou que moléculas dibenzilidenoacetonas foram capazes de
induzir estresse oxidativo nas trés formas de vida do T.cruzi, com aumento de EROs,

ocasionando danos na estrutura celular, peroxidagao lipidica e fragmentagao do DNA.
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Um ambiente com altas concentragdes de estresse oxidativo € capaz de causar danos
ao T cruzi, j4 em baixas concentracdes pode ser essencial para a sinalizagdo celular
(MESIAS; GARG; ZAGO, 2019). O proprio parasito possui diversos mecanismos de defesa
antioxidante, como a enzima tripanotiona redutase (TcTR)(BOMBACA et al., 2019). Estudos
apontam que o Bz atue bloqueando essa enzima, inativando o mecanismo antioxidante do 7.
cruzi (TROCHINE et al., 2014). Diante disso, como mostrado no ensaio do DCFH,-DA, o
DBAn poderia induzir a formag¢do de EROs, pela inativagao da TcTR.

Alteragdes no potencial de membrana mitocondrial servem como um parametro para
avaliarmos dano mitocondrial. A Lesdo mitocondrial pode formar canais porosos de alta
condutancia na mitocondria, levando a perda do potencial de membrana e variagdes no pH
celular. Assim, mudancas na fosforilagao oxidativa e a producao de ATP podem levar a morte
celular do parasito (KUMAR et al., 2015). Por possuir apenas uma em seu citoplasma, a
integridade da mitocondria € essencial para a sobrevivéncia do 7T cruzi, além de ser importante

para seu metabolismo redox (MARTINS et al., 2020).

DBAn foi capaz de reduzir o potencial de membrana mitocondrial do 7. cruzi,
evidenciado pelo acumulo da Rho-123 no espago intermembranar, uma vez que a Rho-123 se
acumula apenas em mitocondrias intactas (JOHNSON et al., 1980), podendo ser observado
pelo deslocamento na intensidade de fluorescéncia vermelha para esquerda no histograma.
Essa despolarizagdo ¢ capaz de ocasionar um colapso no potencial de membrana mitocondrial
do T. cruzi, conforme mostrado no trabalho de Galhardo (2022), onde formas tripomastigotas
incubados com derivados de desidrodieugenol B, permaneceram sobre o efeito de
despolarizagdo mesmo apds 2h de tratamento. Em outro estudo, dibenzilidenoacetonas
(mesmo grupamento presente em nossa molécula DBAn) indicaram despolarizagao
mitocondrial nas trés formas de vida do 7. cruzi, em ensaio utilizando Rho-123

(LAZARIN-BIDOIA et al., 2016).

Embora os mecanismos envolvidos na morte celular em tripanossomatideos ainda
nao totalmente elucidados, pode ser considerado um processo desregulado ou necrose
incidental. No entanto, a perda de integridade nos tripanossomatideos ¢ caracteristica de um
perfil necrotico de morte celular (MENA-BARRETO, 2019), além da participacdo de
metacaspases, endonuclease G, fator indutor de apoptose, cisteina proteases, serina proteases

e sistemas antioxidantes (DAS, 2021).

Em nosso estudo, os eventos que levaram a morte celular do parasito foram avaliados

por citometria de fluxo. A apoptose foi avaliada através de formas epimastigotas marcados
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com anexina para avaliar a externalizacdo da fosfatidilserina, um lipidio presente na
membrana do parasito, durante o processo de apoptose esse lipidio se dirige para membrana

externa (KUMAR et al., 2015).

Para avaliacdo da necrose, os epimastigotas foram marcados com 7-AAD, que se liga
a estruturas internas da célula uma vez que a membrana celular sofreu alguma lesdo. Em
nosso estudo o DBAn causou um aumento de fluorescéncia em parasitos marcados apenas
com 7-AAD e parasitos marcados duplamente (7-AAD e anexina), observados apds 24h de
exposicdo, nas concentracdes estudadas: 250 e 125 puM. Esses resultados sugerem uma
possivel ativacdo de necrose celular induzida pelo DBAn, indicando a ocorréncia de lesdao na
membrana do 7. cruzi, tendo em vista que o 7-AAD nio atravessa a membrana celular estando

integra.

Uma das vantagens descritas da ocorréncia de necrose em 7. cruzi estd no carater
irreversivel desse tipo de evento celular, que impede a recuperacdo do parasito, sua
proliferacdo e interfere na manutencdo e evolugdo da doenga (SOUSA et al., 2021; ROCHA
et al., 2022; MAGALHAES et al., 2022). Outras moléculas foram capazes de desencadear
eventos relacionados a necrose no 7. cruzi, como a presenca de bolhas na membrana do
parasito e ativagdo de mecanismos de autofagia (DOS ANJOS et al., 2016; SOUSA et al.,
2017; MOSQUILLO et al., 2018). Além disso, dependendo do grau de dano a membrana
plasmatica, outras organelas podem ser danificadas, levando a morte celular irreversivel

(MENA-BARRETO, 2019).

No estudo de Elamin (2020), a curcumina foi capaz de induzir em 82,5 % a morte
celular em promastigotas de Leishmania major. Em Adi¢do, Singh; Chauhan (2018)
demonstraram que uma dibenzalacetona curcuminoide foi capaz de interferir na expressao de
genotipos relacionados a morte celular, apoptose e autofagia em formas amastigotas de

Leishmania donovani.

Diante do exposto, seria possivel afirmar que o DBAn induziu a formagao de EROs,
interferindo no sistema redox do 7. cruzi, principalmente em enzimas antioxidantes. Este
evento foi seguido pela despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial, o que
resultou em danos irreversiveis no parasito, como possiveis alteragdes na membrana
plasmatica, DNA e/ou em outras organelas. Com isso, interferindo em mecanismos

necréticos/apoptoticos, levando a morte do parasito.
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A abordagem molecular ¢ de suma importancia para a busca de novos alvos e a
otimizagdo de novas moléculas, além de informar quais parametros fornecem melhores
resultados (KUMAR; ZHANG, 2016). Além disso, a triagem virtual auxilia na deteccao de
moléculas com alta afinidade de ligacdo com proteinas-alvo (FEINSTEIN; BRYLINSKI,
2015).

Buscando provaveis interacdes de DBAn com alvos moleculares de 7. cruzi, foram
realizadas simulagdes de docking molecular, com suas principais enzimas como
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (TcGAPDH), tripanotiona redutase (TcTR) e cruzaina
(TcCr). Inicialmente, pdde-se observar que o DBAn apresentava interagdes tedricas com todos
os alvos, além de apresentar valores otimos de energia de afinidade como também bons

resultados de RMSD.

A TcGAPDH ¢ uma enzima envolvida com a producdo de energia no 7. cruzi, além
de fungdes na expressdo génica, manutencdo da estrutura dos teldmeros do parasito e
manutencdo dos niveis de NAD/NADH no balango energético e redox (PARIONA-LLANOS
et al., 2015; BELLUTI et al., 2014). Os residuos da enzima TcGAPDH, Arg249, Asp210,
Cisl66, His194, Ser165, Thr197, Thr226 e Tyr333 atuam como centro ativo do mecanismo
catalitico da TcGADH (RODACKA, 2013).

Os residuos de Glu44, Ala47 e Trp929 com os quais DBAn interagiu, apesar de nao
estarem localizados no sitio catalitico, estdo em uma regido proéxima ao residuo de Met 39,
residuo que na isoenzima de Leishmania mexicana esta envolvido com a inibi¢do da atividade
da enzima por compostos presentes em fracdes do extrato de Malachra alceifolia Jacq.

(CERVANTES-CEBALLOS et al., 2023).

A TcCr € uma enzima que esta envolvida com a infectividade do parasito, evasao de
mecanismos imunoldgicos das células hospedeiras, bem como na diferenciagdo entre as
formas de vida do parasito, e vem sendo apontada como a mais promissora na pesquisa por
agentes tripanocidas, uma vez que sua inibicdo leva, rapidamente, a morte do parasito
(RIVERA et al., 2009; DOS SANTOS NASCIMENTO; DE AQUINO; DA SILVA-JUNIOR,
2021; SCHARFSTEIN, 2018).

A cruzaina possui um sitio, conhecido por triade catalitica formada pelos residuos
Asn 175, Cys 25, His 159 e dois residuos com fun¢do importante na ligagdo de seus inibidores
Gln 19 e Trp 177 (BRAK et al., 2010). DBAn interagiu com uma regido diferente do sitio

catalitico de seu inibidor KB2. No entanto, residuos de Gly e Leu presentes na TcCr, os quais
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DBAn pode interagir, sdo apontados como relevantes para alteragdes conformacionais da
TcCr (GILLMOR; CRAIK; FLETTERICK, 1997; BRAK et al., 2010; BARBOSA DA SILVA
etal. 2019).

A enzima TcTR estd envolvida com a sobrevivéncia do parasito contra a agao do
estresse oxidativo que ocorre durante todo o seu ciclo de vida. Além disso, a producdo de
EROs ¢ controlada pelo TcTR, uma vez que os niveis basais destas espécies devem ser
mantidos para respostas celulares do parasito, como diferenciacdo, para funcionar de forma

coordenada (PAULA et al.,2020; PEDRA-REZENDE et al., 2021; SARAIVA et al., 2022).

A tripanotiona redutase possui duas subunidades, tendo dois sitios ativos. Sua
funcionalidade ¢ dependente de sua redugdo para a forma ativa, formando o sitio catalitico por
Cys 53 e Cys 58 (VERA et al., 2017). As simulagdes do complexo DBAn-TcTR mostrou
interacdes com: Thr 536B, Ala 822B, Ser 663B, Asp 811B, Thr 891B, mesmo considerando
que essa interacdo ndo ocorreu na mesma regido que o inibidor QUM (Tyr 111B, Ile 339B,
Ser 110B), observou-se que nossa molécula teve uma interagdo mais proéxima do sitio de agao

em uma das subunidades da Tripanotiona redutase do 7. cruzi.

Com a TcTR, DBAn interagiu em uma regido proxima ao sitio catalitico da
subunidade B da enzima, podendo interferir no acoplamento do substrato tripanotiona
dissulfeto T[S], e sua conversio em T[SH],, ou de suas coenzimas FADH, ¢ NADH
(ALKHALDI et al., 2014; MENDONCA et al., 2018). Essas interacdes acontecem por
ligacdes de hidrogénio dos grupos metoxila e carbonila de DBAn. Além disso, existe a
possibilidade do DBAn formar ligacdes com a TcTR, através do aceitador de Michael,

reduzindo os niveis de tiol (ALKHALDI et al., 2014; FRANCISCO et al., 2023).

Entretanto, a inibicdo de TcTR ainda ¢ pouco descrita para 7. cruzi, quando
comparada aos estudos com Leishmania sp., em que moléculas bastante promissoras causam
inibicdo desse alvo, intenso estresse oxidativo e consequente dano mitocondrial (PAULA et
al., 2020; INACIO et al., 2021; PEDRA-REZENDE et al., 2021; MAGALHAES et al.,
2022). Esses achados, associados a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo provocados
por DBAn podem reforcar a hipotese de que a molécula interfere em processos cruciais para a

homeostasia do parasito.

O estudo in silico das propriedades de novas moléculas pode diminuir os custos e
otimizar o tempo necessario para o desenvolvimento dessas moléculas, o estudo ADMET de

novas moléculas torna-se necessario principalmente para a predigdo de pesquisas futuras e
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estudos in vivo (DAOUD et al., 2021). Diante disso a molécula DBAn foi submetida a analise

in silico de suas propriedades fisico-quimicas e ADMET.

Os ensaios preliminares demonstraram que a DBAn possui uma boa
biodisponibilidade oral, por ndo violar nenhuma das regras de Lipinski (1997), assim como
uma boa absor¢do intestinal superior ao Bz. Com isso, pode-se reforcar que a DBAn possui
uma estabilidade adequada, o que possibilitaria sua administragdo por via oral. Outra
explicacdo reside no fato de que a DBAn ¢ uma monocetona, com uma melhor estabilidade e
melhor absor¢do, enquanto que a molécula da curcumina ¢ uma dicetona, sendo mais facil sua
degradagdo, resultando na sua instabilidade. Particularmente, essa estabilidade est4 associada
a presenca de ligantes aril cetona o,B-insaturados (LIANG et al., 2009). Além disso, pesquisas
anteriores mostraram que analogos da curcumina aumentaram suas caracteristicas
farmacocinéticas e farmacologicas com a modificacdo de sete para cinco carbonos na cadeia

principal da molécula (LIANG et al., 2009; ALKHALDI et al., 2014).

O DBAn mostrou ser uma molécula lipossoluvel, o que permitiria atravessar mais
facilmente a membrana do 7. cruzi. Outros trabalhos demonstraram que uma maior
lipofilicidade favorece o aumento do efeito antioxidante em moléculas andlogas da curcumina

(SHANG et al., 2010; GIRST et al., 2021).

Complementando os resultados dos parametros ADMET, mostramos que o DBAn
ndo ¢ capaz de causar hepatotoxicidade, em contraste com Bz, assim, para garantir a
confiabilidade desse resultado seria relevante a dosagem das enzimas hepaticas em estudos in

Vivo.

Diversos estudos ja demonstraram que a combinagdo de dois ou mais farmacos, ou
associacdo de substancias naturais com outras drogas, apresentaram um melhor efeito no
tratamento de determinadas enfermidades. Essas combinagdes possuem como ponto principal
a possibilidade de um efeito sinérgico. Consequentemente, a duragdo do tratamento e a
toxicidade diminuiriam, assim como a necessidade de uma menor dosagem, contribuindo para
uma melhor adesdo do paciente (DE ALMEIDA et al., 2021; AYDIN et al, 2021;
ARIEY-BONNET et al., 2023; QIAN et al., 2023; GAN et al., 2023; ABUGRI et al., 2023;
HOSSEINI et al., 2023).

Diante desse contexto, avaliamos as combina¢cdes de DBAn e Bz. Para isso, o
sinergismo foi realizado através do modelo bliss. A escolha desse modelo deu-se como a

melhor forma de avaliar os resultados dos efeitos dessas substancias, tendo como critério suas
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respostas independentes, visando vias separadas (TANG; WENNERBERG; AITTOKALLIO,
2015). A plataforma combenefit mapeou os resultados das combinagdes sinérgicas entre

DBAn e BZ, em células LLC-MK2 e nas formas epimastigotas e tripomastigotas do 7. cruzi.

Em células LLC-MK2, a combinagdo de DBAn e Bz ndo ocorreu sinergismo nas
doses testadas, como também foi possivel observar a pouca variagdo na viabilidade celular,
nao ocorrendo citotoxicidade relevante. Esse ¢ considerado um critério importante, uma vez

que a busca de novas substancias tem como objetivo ndo ser toxico para células hospedeiras.

Nas combinagdes entre DBAn e Bz, obteve-se sinergismo em doses bem inferiores
em relacdo a testagem dessas substincias de forma isolada, nas trés formas de vida do T
cruzi. O efeito combinado de DBAn e Bz, causou uma notavel reducao na viabilidade celular
em formas epimastigotas com um melhor resultado na dose de 10/0,31 uM, de DBAn/Bz,
respectivamente. Nas forma tripomastigotas obteve um melhor sinergismo na dose de 10/10

uM (DBAn/Bz).

Quando comparamos esses resultados do sinergismo com os experimentos realizados
inicialmente em nosso estudo, podemos observar um aumento do efeito tripanocida,
utilizando doses menores de DBAn. Por exemplo, nos experimentos isolados o efeito
tripanocida nas formas epimastigotas e tripomastigotas mostraram resultados com doses
>62,5 uM de DBAn. No sinergismo, esse efeito foi obtido em doses >10 uM, ou seja, houve

aumento potencializando o efeito tripanocida em 84% .

Nossos resultados de sinergismo corroboram com outros estudos, onde
curcuminoides mostraram potente efeito sinérgico tripanocida. No estudo de Novaes (2016), a
combina¢do da curcumina com Bz reduziu drasticamente a parasitemia em camundongos,
com reducao dos efeitos toxicos do Bz. Uma outra molécula sintética derivada da curcumina
A3K2A3, apresentou eficacia sinérgica quando combinada com Bz em tripomastigotas,
ocasionando alteragdes morfoldgicas no 7. cruzi (PERON et al., 2017). Outros estudos
mostraram potente efeito sinérgico da curcumina quando combinada com genisteina (ETTARI
et al., 2019); inibidor sintetetico da rhodesaina RK-52 (ETTARI et al., 2020) e dipeptideo
nitrila CD34 (Di CHIO et al., 2023), contra a enzima rhodesaina de Trypanosoma brucei

rhodesiense.

Além disso, a curcumina combinada com agentes quimioterapicos mostrou

sinergismo no tratamento de diversos tipos de canceres, além de proporcionar uma melhor
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concentragdo intracelular desses medicamentos (SHAH et al., 2016; TAN; NORHAIZAN,
2019; BATRA; PAWAR; BAHL, 2019; WEI ef al., 2021).

Como ja ¢ bem descrito na literatura, o Bz ¢ um farmaco com baixa tolerabilidade,
sendo considerado uma molécula toxica (OLIVEIRA ef al., 2017). Além disso, estudos in
vivo mostram que a baixa eficacia do Bz, deve-se ao fato de que essa molécula necessita ser

metabolizada primeiramente para exercer seu efeito biologico (TROCHINE et al., 2014).

Outros estudos também mostraram, em ensaios in vitro, que a combinagdo do Bz
com outras substancias, aumentaram a atividade tripanocida assim como atenuaram seus
efeitos toxicos (PUENTE et al., 2018; STRAUSS et al., 2018; DE ALMEIDA et al., 2021;
GULIN et al., 2022; PINEIRO et al., 2023). No estudo in vivo de Martins (2015), por
exemplo, a administragdo de benznidazol/itraconazol em combinagao eliminou os parasitos do

sangue de forma mais eficiente do que cada medicamento isoladamente.

O efeito tripanocida observado no sinergismo de DBAn e Bz poderia estar
relacionado ao mecanismo de acdo no mesmo alvo ou em moléculas diferentes, resultando em
mecanismo complementares, como observado no docking molecular do presente estudo,
DBAn e Bz se ligaram em regides alostéricas em enzimas especificas do 7' cruzi. Outra
possibilidade seria a combinagdo de mecanismos envolvido na geracdo de EROs, enquanto
que o Bz induziria o estresse oxidativa no parasito (HALL E WILKINSON, 2012), o DBAn
estaria potencializando a produgdo de EROs e/ou envolvido nos mecanismos de
necrose/apoptose, como mostrado em nossos ensaios. Com isso, essa combinacgdo de efeitos
atuando em diferentes alvos, esgotariam os mecanismos de defesa, ocasionando a morte do T.

Cruzi.

Essa estratégia combinatéria de DBAn e Bz no presente estudo, demonstrou um
otimo efeito inibitorio contras todas as formas de vida do 7© cruzi. Esses resultados sugerem a
possibilidade futura da reducdo das doses utilizadas do Bz utilizadas em pacientes com DC.
Além disso, haveria aumento da taxa de inibi¢do contra o parasito, adicionado ao uso do
DBAn, seja atuando de forma isolada ou potencializando o efeito do Bz. Diante dessa nova
perspectiva de reducao de doses necessarias para eliminar a infectividade do 7.cruzi, haveria

um menor risco de toxicidade.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, DBAn apresentou efeito tripanocida em todas as formas de vida de
T cruzi, com maior efeito nas formas tripomastigotas. Visto que, apresentou um indice de
seletividade 15 vezes superior ao Bz. Esse efeito esta associado a inducdao de estresse
oxidativo, disfungdo mitocondrial e dano na membrana plasmatica. Além disso, esse efeito
pode estar associado a interacdo com alvos enzimaticos primordiais para sobrevivéncia e

proliferagdo do parasito.

A presenca de grupos na molécula do DBAn como metoxil, cetona, e grupo aceitador
de Michael podem contribuir para sua atividade antiparasitaria e baixa toxicidade em células
hospedeiras. Assim, esses dados podem explicar o efeito tripanocida da DBAn, além de

fornecer perspectivas para um novo candidato a farmaco anti 7. cruzi.

Ademais, nossos resultados dos ensaios do sinergismo mostraram-se promissores
contra 7. cruzi. Junto a possibilidade de se tornar uma nova abordagem terapéutica no
tratamento de pacientes com DC, trazendo menos efeitos colaterais € menor risco de
toxicidade. Estudos in vivo sdo necessarios para avaliar melhor a eficacia dessa combinagao

entre DBAn e Bz.
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