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RESUMO

A doenca de Chagas permanece como um importante problema de saide publica na
Ameérica Latina, sendo tratada principalmente com Nifurtimox e Benznidazol. Apesar de
eficazes nos estagios iniciais, esses farmacos apresentam limitaces, como baixa eficacia
na fase cronica e efeitos adversos. Nesse contexto, compostos heterociclicos, como 0s
derivados de 1,2,4-oxadiazol, tém sido investigados como potenciais alternativas
terapéuticas. Esse estudo teve como objetivo avaliar a atividade tripanocida e toxicidade
das moléculas 2a, 2f e 2i frente a cepa Y de Trypanosoma cruzi, por meio de ensaios in
vitro, in silico e in vivo. Os resultados demonstraram efeito concentracdo-dependente
sobre as formas epimastigotas, com valores de 1Cso de 31.4 uM, 44.4 uM e 7.0 uM, para
2a, 2f e 2i, respectivamente. Em tripomastigotas, observaram-se valores de LCsy de 14.2
UM, 2.4 UM e 2.6 UM para essas mesmas moléculas, além de reducdo significativa da
carga de amastigotas em células infectadas. O indice de seletividade foi de 15, 5.8, 9.8 e
4.7 para as moléculas 2a, 2f, 2i e benznidazol, respectivamente. As analises por
citometria de fluxo indicaram comprometimento da integridade celular, inducdo de
estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial, sugerindo diferentes alvos de acdo das
moléculas em estudo. Utilizando ensaios de neutralizacdo de radicais livres em solucéo,
através da atividade antioxidante e inibicdo da acetilcolinesterase, as moléculas em
estudo demonstraram elevada capacidade de sequestro de radicais livres. Esses achados
sugerem que tais compostos podem interferir no equilibrio redox do parasito,
contribuindo para o0 estresse oxidativo e, consequentemente, para o0s efeitos
antiparasitarios observados. Posteriormente, pela microscopia eletrénica de varredura foi
possivel observar alteragdes de membrana, arredondamento celular ou auséncia flagelar.
Entre os compostos avaliados, a molécula 2a destacou-se por apresentar melhor equilibrio
entre eficacia e seletividade in vitro, além de interagBes favordveis com a enzima
cruzaina em analises in silico. Nos ensaios in vivo com zebrafish, a molécula 2a
apresentou toxicidade embrionaria dependente da dose (LCso~15 puM); semelhante ao bzn
em concentra¢fes mais elevadas, indicando um potencial citotoxico consideravel. Em
conjunto, esses achados reforcam o potencial dos derivados de 1,2,4-oxadiazol como
candidatos promissores ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra a
doenca de Chagas, destacando a molécula 2a como alvo prioritario para estudos futuros.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; 1,2,4-Oxadiazéis; Compostos
heterociclicos.



ABSTRACT

Chagas disease remains a significant public health problem in Latin America, primarily
treated with Nifurtimox and Benznidazole. Despite initial proactive strategies, these
medications have limitations, such as low efficacy in the chronic phase and adverse
effects. In this context, heterocyclic compounds, such as 1,2,4-oxadiazole derivatives,
have been investigated as potential therapeutic alternatives. This study aimed to evaluate
the trypanocidal activity and toxicity of molecules 2a, 2f, and 2i against the Trypanosoma
cruzi strain using in vitro, in silico, and in vivo assays. The results showed a
concentration-dependent effect on epimastigote forms, with 1Csy values of 31.4 uM, 44.4
UM, and 7.0 uM for 2a, 2f, and 2i, respectively. In trypomastigotes, LCso values of 14.2
UM, 2.4 uM, and 2.6 uM were observed for these same molecules, in addition to a
significant reduction in the amastigote load in infected cells. The selectivity index was
15, 5.8, 9.8, and 4.7 for molecules 2a, 2f, 2i, and benznidazole, respectively. Flow
cytometry analyses indicated compromised cell integrity, induction of oxidative stress,
and mitochondrial dysfunction, altering different targets of action of the molecules under
study. Using free radical neutralization assays in solution, through antioxidant activity
and acetylcholinesterase inhibition, the molecules under study showed a high capacity for
scavenging free radicals. These findings suggest that such compounds may interfere with
the redox balance of the parasite, contributing to oxidative stress and, consequently, to
the observed antiparasitic effects. Subsequently, scanning electron microscopy revealed
membrane alterations, cell rounding, or flagellar absence. Among the compositions
evaluated, molecule 2a stood out for presenting a better balance between efficacy and
selectivity in vitro, in addition to interactions developed with the cruzipain enzyme in in
silico analyses. In in vivo assays with zebrafish, molecule 2a showed dose-dependent
embryonic toxicity (LCso~15 uM); similar to bzn at higher concentrations, decreasing a
specific cytotoxic potential. Taken together, these findings reinforce the potential of
1,2,4-oxadiazole derivatives as promising candidates for the development of new
therapeutic strategies against Chagas disease, highlighting molecule 2a as a priority target
for future studies.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; 1,2,4-Oxadiazoles; Heterocyclic
compounds.
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1. INTRODUCAO
1.1 Histdrico e Epidemiologia da doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana, é considerada uma
doenca negligenciada e um grave problema de salde publica, causada pelo parasito
protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), por meio do inseto vetor, chamado triatomineo
(PEREZ-MOLINA & MOLINA, 2018). De acordo com a Organizagcdo Mundial da Satide
(OMS), estima-se que mais de 7 milhdes de pessoas estejam infectadas com o T. cruzi no
mundo, especialmente a populacdo da América Latina, sendo ainda considerada uma

doenca tropical negligenciada (WHO, 2025).

Estima-se que a DC cause mais de 10.000 mortes a cada ano, sendo encontrada,
principalmente, em areas endémicas de 21 paises da América Latina continental. No
passado, a DC era associada como uma doenca confinada as areas rurais das regides das
Américas (CASTILLO-RIQUELME, 2017). No entanto, o perfil da doengca mudou
devido a crescente urbanizacdo e o intenso movimento populacional, o que permitiu a
identificacdo de casos da doenca, principalmente por via ndo vetorial, em areas ndo
endémicas, como América Central, América do Sul e atualmente América do Norte,
causando um problema de salide publica global (DNDi Chagas Disease Programme,
2017).

Hoje, a doenca se alastra também no sul dos Estados Unidos da América (EUA),
em que a primeira descricdo de T. cruzi foi relatada no sangue de ratos-do-mato na
Califérnia em 1916 (KOFOID & MCCULLOCH, 1916). Desde entdo, novos casos em
humanos comecaram a surgir, inclusive com relatos em 1995 (WOODY &
WOODY,1995). Acredita-se que essa distribuicdo parasitaria inicial nos EUA tenha sido
devido a imigrantes de El Salvador e Nicardgua. Os dados de incidéncia e prevaléncia
ndo sdo claros, pois ndo ha muita estimativa de casos recentes e documentados sobre a
infeccdo de pessoas infectadas nos EUA, uma vez que os testes de diagnosticos séo
raramente realizados. No entanto, uma analise realizada em 2016 indica que ha entre
240.000 e 350.000 casos, sendo os estados de Califdrnia, Texas, Florida e Nova York, em
torno de 10.000 casos (MANNE-GOEHLER et al., 2016).
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No entanto, acredita-se que a maioria das pessoas infectadas seja de origem latino-
americana, onde adquiriu a infecgdo em seu pais de origem, e devido & migracao, acabou
alcancando essas regides ndo infectadas dos EUA (GASCON; BERN & PINAZO, 2010).
As espécies mais comuns encontradas no sul dos EUA sdo Triatoma sanguisuga,
conhecido popularmente como percevejo hematdéfago oriental (FIMBRES-MACIAS et
al., 2023) e a ninfa de Triatoma gerstaeckeri, espécie peridoméstica de triatomineo, o
qual apresenta maior prevaléncia de infeccdo parasitaria em cides (SALDANA et al.,
2015).

Por outro lado, as regides endémicas das Américas apresentam aproximadamente
28.000 novos casos relatados anualmente (NORMAN & LOPEZ-VELEZ, 2019). Ja no
complexo cenério epidemioldgico na América do Sul, principalmente nos paises Brasil,
Argentina, Bolivia e Venezuela, é possivel que tenha cerca de 4-5 milhGes de pessoas
infectadas com a doenca (WHO, 2025). Abaixo, os paises destacados no mapa sdo

endémicos para DC.

Figura 1: Distribuicdo dos paises endémicos para a Doenca de Chagas
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Fonte: plataforma Chagas (https://dndial.org/redes-regionais/plataforma-chagas/).
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As analises do Boletim Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em Saude e
Ambiente do Ministério da Salde, ndmero especial de Abril de 2022, revelam a
complexidade da DC no Brasil (BRASIL, 2022). Estima-se que a carga de mortalidade no
pais representa uma das quadro maiores causas de mortes por doengas infecciosas e
parasitarias, por exemplo (MARTINS-MELO et al., 2015; SOUZA et al., 2024). Ainda
segundo Martins-Melo & Colaboradores, (2015), ha ainda uma importante e consideravel
variacdo geografica na mortalidade da DC entre as regibes e estados brasileiros
analisados. Sendo os estados de Goids, Minas Gerais, Bahia e Tocantins, as areas de

maiores soroprevaléncia e infestacdo de T. infestans.

Figura 2: Imagem ilustrativa da distribuicdo espacial das taxas de mortalidade
relacionadas a Doenca de Chagas por 100.000 habitantes, por estados de residéncia
(2000-2019).
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De acordo com e-SUS Notifica, a maioria das notificacdes (63%) corresponde a
pessoas residentes em zona urbana, o que afirmam Ramos & Alberto (2024), por meio do
Boletim Epidemioldgico do Ministério da Salde, ao destacarem que a atual transi¢do
demogréafica, impulsionada pelos processos de migracdo populacional no pais, tem
contribuido para urbanizacdo da DC e ampliacdo de seu impacto nas areas urbanas

brasileiras.

Figura 3: Distribuicdo das notificacbes de Doenca de Chagas Crénica (Janeiro de 2024).
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Legenda: notificacdes de DCC por municipio de residéncia (a) e de notificacdo (b) no Brasil de 6 de
Janeiro de 2023 a 6 de Janeiro de 2024.

No Brasil, é prevalente a fase cronica da doenca de Chagas (DCC), embora nos
ultimos anos tenham ocorrido notificacBes expressivas de DC aguda (DCA), sendo a
regido amazonica considerada historicamente endémica para DCA (DE BARROS
MOREIRA BELTRAO et al., 2009; VALENTE et al., 2009). A DC cardiaca cronica é
ainda mais evidente, com maior percentual (~53%), enquanto a forma digestiva crénica é
menor (~25%), os quais sofrem variagdes a depender da diversidade da cepa de T. cruzi,
idade do paciente e histérico genético ou nivel de exposi¢cdo do parasito em uma
determinada regido (NASCIMENTO et al., 2024).

As cardiopatias se apresentam em trés formas de apresentacdo clinica, sendo elas

a sindrome arritmica, insuficiéncia cardiaca e complica¢des tromboembolicas sistémicas
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e pulmonares (RAMOS & ALBERTO, 2024). Ressalta-se, pela tabela 1, que os pacientes
notificados apresentavam algum tipo de cardiopatia, sendo 24% leve ou moderada e 18%
avangada.

Tabela 1: Proporcdo de casos de doenga de Chagas crbnica segunda a forma clinica —
Brasil, 6 de Janeiro de 2023 a 6 de Janeiro de 2024.

Notificacbes de DCC

Forma clinica N© %

Cardiaca avancada 452 18%
Cardiaca leve/moderada 611 24%
Cardiodigestiva 168 7%
Digestiva 118 5%
Em investigacao 329 13%
Indeterminada 834 33%
Total 2.512 100%

Legenda: Adaptada de Fonte: e-SUS Notifica. Dados preliminares, sujeitos a alteracdo. DCC: Doenga de
Chagas Cronica.

Ao analisar as distribui¢cbes dos municipios brasileiros, especialmente na regido
Nordeste do Brasil, nota-se que h& grande preocupacdo em termos de risco de
transmissdo pela doenca, que se da, principalmente, pelas baixas condicdes
socioeconémicas, pelas moradias propicias aos triatomineos e ao baixo controle da DC
(FREITAS et al., 2007; CARNEIR; DA SILVA & SANTOS, 2025). O estado da Bahia,
por exemplo, registrou o maior nimero de 6bitos para todas as formas clinicas, seguido
por Pernambuco, Alagoas, Ceard, Piaui, Paraiba, Rio Grande do Norte, Sergipe e

Maranhdo, conforme relatado por Higino & De Araujo Soares, 2025.
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Figura 4: Evolucdo do nimero de oObitos por doenca de Chagas no Nordeste brasileiro
(2012-2023)
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Legenda: Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

O municipio de Fortaleza além de concentrar populacdes, também é um pdlo
receptor de migrantes vindo de areas endémicas de outras regides. Com elevado nimero
de casos confirmados e diagnosticados, o estado do Ceara registrou um total de 962 de
2015-2021, com percentuais (%) de proporc¢éo de positividade da infec¢do por T. cruzi de
3,19%, 3,57%, 4,63%, 4,55% e 4,10%, nos respectivos anos (Sales; Almeida & De
Oliveira, 2024).

Nos municipios de Taua-CE, no sertdo dos Inhamuns e Limoeiro do Norte, por
exemplo, a infestacdo domiciliar por T. brasiliensis foi evidente nos dois municipios. No
entanto, a captura de espécies nativas de triatomineo, como T. braziliensis, T.
pseudomaculata e Rhodnius nasutus, é ampla, contemplando diferentes taxas de infeccao
natural por T. cruzi, encontradas em cidades como Paraiba, Pernambuco, Bahia, Rio
Grande do Norte e Ceard (SAMPAIO et al., 2023).

No estudo relatado por Bezerra & Colaboradores (2020), o autor avaliou 18 vilas
rurais, em habitats peridomiciliares, silvestres e intradomiciliares, totalizando 242 casas.
As analises epidemioldgicas, a compreensdo da distribuicdo e caracteristicas geogréficas

fornecem informagdes para orientar politicas de saude publica e analisar diferentes
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estratégias para prevencdo e controle da doenca, aléem de proporcionar melhores
qualidades de vida para as comunidades afetadas (DA COSTA MATOS et al., 2024).

1.2 Ciclo bioldgico e fisiologia do T. cruzi

O protozoéario hemoflagelado é um parasito heteroxénico, de classe Kinetoplastea,
ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma e especie
Trypanosoma cruzi se desenvolve em insetos hematdfagos da familia Reduviidae
(D’AVILA-LEVY et al., 2015). Ainda segundo o autor, o T. cruzi alterna por infectar
hospedeiros vertebrados e invertebrados, o qual passa por ciclos de diferenciacéo
complexos. Estes tripanossomas sdo organismos unicelulares, conhecidos por possuirem

um unico nacleo localizado no centro de seu corpo.

O T. cruzi sofre mudancas morfoldgicas durante o seu desenvolvimento, na qual
compreende trés principais formas evolutivas morfologica e funcionalmente distintas,
sendo as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas (AVALOS-BORGES et al.,
2022). A forma epimastigota é ndo infecciosa e estd presente no intestino superior do
inseto, que antes de infectar os mamiferos, ainda no intestino médio do vetor, passam por
mudancas na sua morfologia, metabolismo e expressdo génica, se transformando em
tripomastigotas metaciclicas, pelo processo conhecido como metaciclogénese
(GONCALVES et al., 2018).

Estas formas tripomastigotas, ndo proliferativas e infectantes, colonizam humanos
e sdo tipicamente fusiformes, possuem organelas, como glicossomos, acidocalcissoma,
vacuolo citoplasmatico e reservossomo, exclusivos desses parasitos (ENNES-VIDAL et
al., 2020). Logo apos o cinetoplasto, uma série de microtibulos constituem o corpo basal
que se estende ao longo da membrana até a extremidade oposta do parasito. A bolsa
flagelar é formada por tabulos membranosos flagelares (CONTRERAS et al., 1985;
AUGUSTO et al., 2024).

As formas intracelulares amastigotas sdo replicativas obrigatdrias nas células dos
mamiferos, possuem morfologia arredondadas e flagelos encurtados, as quais sofrem
replicacéo até retornarem novamente ao estagio de tripomastigotas, completando, assim,
o0 seu ciclo litico (DE SOUZA, 1985; ALVES & BASTIN, 2023). Curiosamente, estes

flagelos encurtados das formas amastigotas ndo sdo inertes, ou seja, estes apresentam
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flaglos mdveis, que dependem da fosforilagdo oxidativa do parasito, desempenhando

papel sensorial e de interacdo com as organelas da célula hospedeira (WON et al., 2023).

O ciclo de vida do parasito é do tipo heteroxénico e inicia quando o vetor nao
infectado faz o repasto sanguineo no hospedeiro mamifero infectado contendo as formas
tripomastigotas metaciclicos infectantes, ou também chamadas de tripomastigotas
sanguineas (CHIRIBAO et al., 2014). No intestino médio do inseto vetor, as formas
tripomastigotas comecam a sofrer conformacdo, se transformando em epimastigotas.
Estas formas replicativas se multiplicam por divisdo binaria, colonizando todo o intestino

do triatomineo.

Posteriormente, ja na porcao posterior e na ampola retal, estas formas se aderem
ao epitélio intestinal, amadurecendo e transformando-se novamente em tripomastigota
metaciclica, um estagio ndo replicativo e infectante (DE SOUZA et al., 2010). Ap6s um
novo repasto sanguineo, as formas tripomastigotas metaciclicas sdo excretadas sobre
superficies, as quais irdo contaminar pele ou as mucosas do hospedeiro mamifero,
causando infec¢cdo nas células epiteliais e completando, assim, o seu ciclo (AVALOS-
BORGES et al., 2022).

O que leva a contaminacdo é o fato de que, apos a picada do inseto, o local de
entrada apresenta prurido, e o individuo, quase que involuntariamente, coca a regido,
arrastando as fezes através da injdria da lesdo cutnea formada. Ap6s o contato com a
membrana das células, estas induzem um processo de formacdo de pseuddpodes, 0 que
causa a internalizacdo parasitaria (TANOWITZ et al., 2009; PEREZ-MOLINA &
MOLINA, 2018). Ainda segundo Chiribao & Colaboradores (2014), o T. cruzi consegue
invadir praticamente qualquer tipo de célula, tornando-a em termos de profilaxia e

terapéutica, uma doenca parasitaria complexa e dificil de contencéo.

Apo0s a internalizagdo das formas tripomastigotas metaciclicas e sua interagao
inicial com praticamente todas as células do hospedeiro, a maioria dos estudos concentra-
se na infeccdo de macrofagos, os quais fagocitam os parasitos, que permanecem
temporariamente no interior de vacuolos parasitorofos (CARADONNA & BURLEIGH,
2011). Esses vacuolos sdo importantes para o estabelecimento da infecgéo intracelular,

uma vez que as formas tripomastigotas interagem, por meio de moléculas de superficie,
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com componentes da membrana da célula hospedeira, desencadeando alteracGes

metabdlicas e de sinalizagdo que favorecem a infeccdo (MAEDA et al., 2012).

Segundo Weisbarth & Colaboradores (2018), os tripomastigotas diferenciam-se
em amastigotas, enquanto a medida que o vacuolo parasitéforo se desfaz. Uma vez no
interior da célula, as formas amastigotas se multiplicam por fiss&o binaria até que a célula
hospedeira se rompa, transformando-se novamente em tripomastigotas sanguineos. A
medida que ocorre a lise celular, os tripomastigotas sdo liberados e se disseminam pelos
vasos linfaticos e corrente sanguinea, infectando novas células e tecidos subjacentes
ampliando a infeccdo (DE SOUZA et al., 2010).

Essa transicdo representa uma etapa critica no ciclo de vida do T. cruzi, uma vez
que as formas amastigotas apresentam capacidade de replicagdo e proliferacéo
intracelular. Apds intensa proliferacdo, os parasitos ocupam tecidos e podem dar
continuidade ao seu ciclo de infec¢do nas células hospedeiras, o que contribui para a
persisténcia da infeccéo e dificuldade de cura (VANRELL et al., 2022).
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Figura 5: Ciclo biol6gico do Trypanosoma cruzi

Inseto vetor

Mamifero

Legenda: Adaptado de Zuma; Barris & Souza (2021).

Simplificando o resumo exemplificado pela figura 5 do artigo de Zuma; Barris &
Souza (2021): em (1), o triatomineo realiza o repasto sanguineo com as formas

tripomastigotas metaciclicas. Em (2-3), no intestino médio ocorre a transformacdo em
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epimastigotas e a multiplicacdo por divisdo binaria. Em (4-5), hd migracdo para o
intestino posterior, com ocorre a diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos. Em (6),
0 inseto realiza o repasto e permite que os tripomastigotas metaciclicos, permitindo sua
deposicdo na pele hospedeira. Em (7-8-9), os tripomastigotas adentram a pele ou mucosas
lesionadas, as quais invadem as células do hospedeiro, principalmente macréfagos. Em
(10-11), os tripomastigotas diferenciam-se em amastigotas e se multiplicam. Em (12-13-
14), apos intensa multiplicagdo, rompem as células hospedeiras e invadem outras células
e tecidos. Por fim, em (15a-15b), os tripomastigotas sdo ingeridos por um novo

triatomineo durante o repasto sanguineo, mantendo o ciclo do parasito.

1.3 Principais vias de transmissao da doenga

1.3.1 Transmissao vetorial

As principais vias de transmissdao da DC podem ser classificadas em diferentes
rotas, sendo a transmissao vetorial, a forma classica de contagio atraves do triatomineo
hematdfago, apresentando um periodo de incubacdo da doenca de 4 a 15 dias
(CARDINAL et al., 2018). Esse tipo de transmissdo estd diretamente associado a altos
indices de vulnerabilidade social, como as desigualdades socioecondmicas em nivel
domiciliar ou peridomiciliar. Essas evidéncias corroboram com condi¢bes de
vulnerabilidade social como o principal determinante estrutural da DC (AAGAARD-
HANSEN et al., 2010; GONCALVES et al., 2024).

A distribuicdo dos triatomineos no Brasil classifica as espécies em domiciliares,
peridomicialiares e silvestres, tendo como principais espécies de maior importancia o
Triatoma sp., Rhodnius sp. e Panstrongylus sp., 0 que vai depender das condicGes

biogeogréaficas, morfoldgicas ou climaticas (CECCARELLI et al., 2020).
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Figura 6: Principais vetores de importancia epidemioldgica de DC no Brasil.

R. pictipes Panstrongylus

T. brasiliensis | T pseudomaculata | R. neglectus megistus

Legenda: Figura ilustrativa que mostra os principais triatomineos de importancia epidemioldgica no Brasil.
Triatoma brasiliensis; Triatoma pseudomaculata; Rhodnius neglectus; Rhodnius pictipes; Panstrongylus
megistus. Imagem adaptada de JURBERG & Colaboradores (2014).

De acordo com o atlas iconogréafico dos triatomineos do Brasil, o T. brasiliensis
tem tamanho de 22-25,5 mm, presente, principalmente em Alagoas, Bahia, Ceara, Goias,
Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe e Tocantins
(JURBERG et al., 2014). Enquanto o T. pseudomaculata, encontra-se em Alagoas, Bahia,
Ceard, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe e Tocantins (JURBERG et al., 2014).

Ao passo que o0 R. neglectus e R. pictipes, estdo presentes no Amapa, Amazonas,
Bahia, Distrito Federal, , Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Maranhdo, Mato Grosso do
Sul, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parana, Sdo Paulo e Tocantins (JURBERG et al., 2014).
Ainda segundo Jurberg & Colaboradores (2014), P. megistus esta presente em Alagoas,
Bahia, Ceard, Distrito Federal, Espirito Santo, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Paraiba, Parand, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte,

Rio Grande do Sul, Sergipe, Santa Catarina e Tocantins.

Assim como todos 0s insetos, 0s triatomineos também possuem o corpo dividido
em cabega, torax e abdomen. Na cabeca, esta localizada o tubérculo antenifero, onde
estdo as antenas, 0s quais sdo extremamente importantes na identificagdo de alguns

géneros de barbeiros.
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Figura 7: Principais estruturas do corpo de um triatomineo (vista dorsal).

Legenda: estruturas morfoldgicas externas, como cabega, antena, pronoto, escutelo, asas, conexivo e
pernas. Imagem de JURBERG & Colaboradores (2014).

Ao realizar um estudo das glandulas salivares de algumas espécies de
triatomineos, principalmente Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus e Triatoma
infectans, foi percebido que havia intensa atividade serotonérfica Iébulo posterior,
indicando se tratar de um 6rgdo extensamente ativo durante o repasto sanguineo (ANHE,
2011). Em 2020, foi realizada um estratificacdo nos municipios conforme o risco por

transmisséo vetorial de DC no Ceara.



31

Figura 8: Analise social, epidemioldgica e entomoldgica pelo Programa de Apoio a

Tomada de Decisdo Baseada em Indicadores.

Regiao de Saude Sertao Central

Estratificacao de Risco

Bl Alto (64 - 34,8%)

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

Legenda: Andlise mostra a estratificacdo de risco por regido, sendo as regides de risco: Sobral, Cariri,
Sertdo Central e Litoral Leste (https://www.saude.ce.gov.br/wp-
content/uploads/sites/9/2018/06/boletim doenca de chagas 20211201.pdf). Ano 2021.



https://www.saude.ce.gov.br/wp-content/uploads/sites/9/2018/06/boletim_doenca_de_chagas_20211201.pdf
https://www.saude.ce.gov.br/wp-content/uploads/sites/9/2018/06/boletim_doenca_de_chagas_20211201.pdf
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1.3.2 Transmissao oral

No contexto da elevada prevaléncia de infeccdo pela DCC, a transmissdo por via
oral foi bastante associada com o avan¢o do desmatamento, principalmente, gerando
alteracOes na biodiversidade da vida e dos ciclos silvestres de vetores e animais. Segundo
a Sociedade Brasileira de Medicina Tropical (2026), atualmente, a transmissdo oral é
responsavel por mais de 80% dos casos agudos notificados em certas regides e

localizagdes geogréaficas, como por exemplo, na regido Norte.

Pinto & Colaboradores (2008), realizaram um estudo envolvendo 233 casos de
DCA, entre 1988 e 2005, de areas urbanas dos estados do Para, Amapa e Maranhdo,
demonstrando que entre os casos analisados, mais de 78% faziam parte de surtos por
transmissao oral. Como consequéncia, alimentos podem ser contaminados apds o
processamento, como € o caso do caldo de cana, acai, babacu e buriti, bem como a
ingestdo de carne crua ou mal cozida de mamiferos infectados com o triatomineo ou suas
fezes (FRANCO-PAREDES et al., 2020).

O periodo de incubacdo para a transmissdo ap6s a ingestdo oral, é de no maximo
22 dias ap0s a exposicdo, sem sinais de entrada do parasito, mas exantema e
manifestacBes cardiacas sdo mais comuns na doenca por esse tipo de transmissdo
(SHIKANAI YASUDA, 2022). Além desses, outros sintomas sistémicos sdo notados na
transmissdo por via oral, como edema facial e de membros inferiores, mialgia,
linfadenopatia generalizada, desconforto abdominal, disponeia, vémitos, dirreia,
hepatomegalia, esplenomegalia, cefaleia, erupcdo cutdnea eritematosa, epistaxe, entre
outros (BASTOS et al., 2010; RINCON-ACEVEDO et al., 2021).

Normalmente, observam-se diferencas entre a transmissdo vetorial e oral pela
rapidez na resposta imune sistémica observada em pacientes com DCA oral, além disso, a
carga parasitaria em alimentos contaminados sdo maiores em comparagdo com a via
vetorial, o que resulta em sinais e sintomas clinicos mais acentuados. Segundo Franco-
Paredes & Colaboradores (2020), estima-se que um unico triatomineo infectado por T.
cruzi, por exemplo, quando esmagado, possa contar cerca de 600.000 tripomastigotas
metaciclicos, uma vez que eles conseguem sobreviver por horas nesses alimentos, tanto

em temperatura ambiente quanto em refrigeracao.
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O maior surto urbano relatado foi relatado em uma escola na Venezuela, em que
mais de 100 individuos, incluindo alunos e funcionarios desenvolveram manifestacoes
agudas de DC, isso porque foi feito a preparacdo de um suco de goiaba que foi deixado
destampado por 24h, permitindo a contaminacgdo noturna pelo inseto vetor (NOYA et al.,
2015). Outras vias de transmissdo podem ocorrer, como por exemplo, de forma
congénita, os quais foram relatados na Espanha (MUNOZ et al., 2009), EUA
(ALARCON et al., 2016), Italia (RODARI et al., 2018), Suica (JACKSON et al., 2009),
Franca (PULL et al., 2015) e Irlanda (STONE et al., 2022).

Apesar da gravidade da doenga, a maioria dos recém-nascidos (RN) infectados
sdo assintomaticos, no entanto, se o tratamento ndo ocorrer ou demorar, a doenca pode
progredir para a fase cronica indeterminada, com menor taxa de sucesso ao tratamento
(HOWARD et al., 2014). Ainda segundo o autor, mesmo diante desse cenario, 0
rastreamento de gestantes € crucial, visto que esses RNs infectados, diagnosticados e
tratados durante o primeiro ano de vida, possuem quase 100% de chance de cura

parasitologica e baixos riscos de efeitos adversos.

A transmissdo congénita também foi registrada em paises ndo endémicos,
destacando a importancia da migracédo de gestantes infectadas, evidenciando o impacto na
salde e os fatores de risco para as populacbes ndo afetadas (CARLIER et al., 2015;
CURA et al., 2017). Dados atualizados do CDC (2026) confirmam que a taxa de
transmissdo vertical do T. cruzi é estimada em 1-5%, e recém-nascidos tratados no

primeiro ano de vida apresentam taxa de cura superior a 90%.
1.3.3 Outras formas de transmisséo

Outras formas de transmissdo podem ocorrer, como a forma acidental, em
ambiente laboratorial, com tempo de incubacdo de até 20 dias, por transfusdo de sangue,
atraveés de hemocomponentes ou hemoderivados infectados e por transplante de 6rgaos ou
tecidos, com tempo de incubacéo de 30-40 dias (CECCARELLI et al., 2020). Tolezano et
al., (1992) ja relatava que a via de transmissdo por transfusdo de sangue, assim como a de
transplante, era uma preocupacédo, chegando a surgir os primeiros casos comprovados no

Brasil e em outros paises da América Latina.
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Segundo Silva & Colaboradores (2010), o fato de as doagfes de sangue serem
remuneradas, ainda na década de 70, fez com que um grande numero de pessoas
realizasse a doacdo de sangue, sem nenhum controle do transfundido. Somente a partir de
1976, que o Ministério da Saude definiu a necessidade de doacdo voluntéaria e

hemocentros publicos.

1.4 Evolucao clinica da doenca de Chagas

Diferentes manifestagdes clinicas na DC podem surgir, apresentando-se em duas
fases clinicas distintas: fase aguda e cronica, de acordo com a evolucdo clinica e o perfil
laboratorial do paciente. Clinicamente, a fase aguda é caracterizada por uma intensa
parasitemia e, na maioria dos casos, assintomatica, com manifestacbes clinicas
inespecificas. Esta fase pode durar cerca de dois meses, e 0 paciente pode apresentar
febre, mal-estar, edema subcutaneo e hepatoesplenomegalia (PRATA, 2001).

No entanto, em casos sintomaticos, o individuo pode apresentar os sinais classicos
da infeccdo, como o chagoma de inoculacdo, sinal de Romand e manifestacGes
sistémicas. Gragas aos hemocentros e as pesquisas laboratoriais internas, a incidéncia de
infeccdo aguda diminuiu substancialmente (MARIN-NETO et al., 2002). Todavia, alguns
individuos podem progredir para a fase indeterminada da doenca gracas a sua resposta
imunolégica, definida pela presenca de infeccdo e confirmada pelos exames soroldgicos e
parasitoldgicos. Entretanto, os pacientes podem permanecer nessa fase por varios anos,

tendo seus exames de eletrocardiograma e radiol6gicos normais.

Estima-se que, entre 0s pacientes na fase cronica, cerca de 60% permaneca na
forma indeterminada assintomatica por décadas, enquanto aproxidamente 30% evoluem
para a cardiomiopatia chagéasica crénica e 10% desenvolvem manifestacfes digestivas,
seja isoladas ou associadas a forma cardiaca (FRADE et al., 2025). Na verdade, a doenca
crénica cardiaca — ou também comumente chamada de cardiomiopatia chagasica — é a
manifestacdo mais comum e grave da DC, uma vez que a persisténcia parasitaria leva a
destruicdo tecidual e inflamac&o cronica persistente (BILLICK & SILVERBERG, 2023).

De fato, as caracteristicas histopatologicas da cardiomiopatia chagasica
apresentadas por Silva & Colaboradores (2024), relatam que havia comprometimento em

todas as camaras cardiacas, além de espessamento focal, destrui¢do tecidual, fibrose
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intersticial e disfuncdo ventricular geral. Além disso, a destruicdo de células miocardicas
e a fibrose difusa predispdem a ocorréncia de bloqueios atrioventriculares e disfungéo do
nd sinusal, podendo determinar o pior prognostico e levar & morte (TORRES et al.,
2022).

Embora em menor propor¢do, alguns pacientes também podem desenvolver
alteracdes anatémicas e funcionais do es6fago e coélon, além de insuficiéncia digestiva,
neuronal e manifestacbes digestivas, como reducdo da mobilidade do trato
gastrointestinal (D’AVILA et al., 2018). Por exemplo, em um estudo de coorte, com
revisdo de prontuérios e arquivos laboratoriais, pacientes atendidos em um ambulatério
no sudeste do Brasil evoluiram para as formas cardiacas e digestivas, associadas a
sindrome coronariana e megaesdfago (NUNES DA COSTA; VICTORIA &
FORTALEZA, 2021).

Os farmacos antiparasitarios sdo eficazes na fase aguda, principalmente, no
entanto, ndo revertem as alteracdes cardiacas ou digestivas ja estabelecidas na fase
crénica. Um ensaio randomizado, por exemplo, demonstrou que o tratamento com o0 Bzn
ndo reduziu a progressdo da cardiomiopatia chagésica em pacientes na fase crinica
(MENAI et al., 2023).

1.5 Dindmica imunoldgica na infec¢cdo aguda e cronica por T. cruzi

Sabe-se que a alta parasitemia na fase aguda estad diretamente relacionada a
disseminacdo de T. cruzi nos tecidos a partir de sucessivas replicacdes intracelulares.
Com o auxilio do sistema imunol6gico adaptativo, ocorre o controle da parasitemia,
levando o paciente a evoluir para a fase indeterminada da doenga (LANNES-VIEIRA et
al., 2023). Nesse contexto, a disseminacdo sistémica do T. cruzi induz uma intensa
resposta imunoldgica do hospedeiro, desencadeando uma cascata de eventos

inflamatdrios como sinal gerado pela presenca de um agente patogénico.

A combinacdo de mecanismos efetores desenvolvidos da imunidade inata e
adaptativa é determinante para a resisténcia do hospedeiro contra a infecc¢do pelo T. cruzi
(CESTARI & RAMIREZ, 2010). Independentemente dos mecanismos envolvidos na
patogénese da doenca, € a resposta imunologica do hospedeiro que vai desempenhar um

papel central na modulacdo da patogénese e na eliminacdo do parasito, uma vez que
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depende da interacdo das células imunes para o reestabelecimento da homeostase
(TORRES et al., 2022).

Na fase aguda, a resposta imune depende da agdo coordenada de anticorpos
especificos, capazes de lisar as formas tripomastigotas circulantes. J& os amastigotas sao
eliminados por macréfagos ativados por IFN-y, enquanto as células infectadas sdo
destruidas por linfocitos T citotoxicos (CHOUDHURI & GARG, 2022). Alem disso,
ocorre predominancia de infiltrado inflamatorio composto por células mononucleares nos
tecidos, bem como producdo local e sisttmica de citocinas, quimiocinas e outros
mediadores inflamatorios, como o Oxido nitrico, contribuindo para um quadro de
inflamacéo generalizada (ACEVEDO et al., 2018).

Ainda segundo Acevedo & Colaboradores (2018), ap6s interacdo inicial dos
macréfagos com o T. cruzi, ha producdo de TNF-a, que atua no recrutamento de células
de defesa para o local da infeccdo. Por outro lado, sua producdo exacerbada pode causar
dano tecidual e, assim, agravar 0s processos patoldgicos da doenca. Na fase cronica,
apesar dos niveis baixos de parasitemia, a persisténcia dos antigenos formados mantém
ativacdo do sistema imune, resultando em uma resposta inflamatéria continua causando
lesGes progressivas em 6rgdos e tecidos (ERSCHING et al., 2016; BOCCARDO et al.,
2025).

A evolucdo clinica da doenca é influenciada por diferentes fatores, como o tempo
de infeccdo, o tropismo tecidual, a cepa do parasito, carga parasitaria, perfil genético do
hospedeiro e a natureza da resposta imunologica desenvolvida (MARROT et al., 2016).
Apo6s o reconhecimento de antigenos de T. cruzi pelas células efetoras do hospedeiro, 0s
linfocitos TCD4™ tornam-se ativados e se diferenciam em subpopulages Thl ou Th2,
desempenhando papel determinante tanto nas fungdes protetoras quanto nas

consequéncias patoldgicas da resposta imunoldgica (CHOUDHURI & GARG, 2022).

Além disso, os linfocitos TCD4" induzem a ativagio de células B, com
subsequente producdo de anticorpos e ativagdo do sistema complemento, além de
contribuirem para a ativagdo de linfocitos TCD8® (ERSCHING et al., 2016).
Notavelmente, sabe-se que o Sistema nervoso central (SNC) é um sitio de reativacéo de

T. cruzi em pacientes imunocromprometidos, especialmente em pacientes com HIV,
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sendo essa reativacdo associada a aumento de IL-17 e a reducdo dos niveis de linfocitos
TCD4+ (TORRES et al., 2022).

Os astrécitos, por sua vez, podem atuar como moduladores do microambiente
inflamatorio quanto como reservatérios de IFN- y. Ainda assim, o T. cruzi pode persistir
de forma silenciosa no interior dessas células gliais durante a fase cronica da infeccdo
(SILVA et al., 2015). Um estudo sugere que, em astrdcitos, o IFN- vy, pode ter efeito
paradoxal, ndo controlando de maneira eficaz, como ocorre em macrofagos, podendo
favorever a infeccdo parasitaria. Além disso, astrécitos infectados também podem induzir
a producdo de TNF-o e oxido nitrico, contribuindo para o dano tecidual no SNC
(LANNES-VIEIRA et al., 2023).

1.6 Diagnostico Laboratorial da doenca de Chagas

O diagndstico laboratorial da DC depende de uma série de fatores, como a fase em
gue o paciente se encontra, -se aguda ou crénica-, 0s modos de transmissdo, se vertical,
oral, e o contexto clinico, que determinam quais estratégias ou testes diagndsticos devem
ser utilizados. Quando o paciente reside em areas endémicas, o diagndstico torna-se mais
facil, uma vez que a presenca de sinais clinicos e avaliagdes clinicopatolologicas podem
levar ao meédico a suspeitar da DC. No entanto, em areas ndo endémicas, esse diagnostico

torna-se mais dificil de ser clinicamente revelado.

Historicamente, o xenodiagndstico foi o primeiro procedimento utilizado, baseado
em alimentar os triatomineos com o sangue do paciente supostamente infectado, e ap6s
60 dias, examinar suas fezes para verificar a presenca de parasitos. Com o passar do
tempo, foi se utilizando de outras ferramentas para descobrir a infeccdo (DOS SANTOS;
DA SILVA & RASSI, 1995).

1.6.1 Técnicas parasitologicas

A visualizacdo do agente causador se faz por meio de métodos laboratoriais
diretos ou indiretos e na presenca de anticorpos no soro. O primeiro método a ser
desenvolvido foi o exame parasitologico, realizado principalmente na DCA em que a
parasitemia é ainda alta (CLARK et al., 2024). Ainda segundo Clark & Colaboradores
(2024), este exame é realizado pela demonstracdo das formas tripomastigotas em

amostras do sangue periférico e visualizadas pela microscopia.
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No entanto, quando o paciente esta com DCC, ha a producéo de anticorpos 1gG
anti-T. cruzi circulantes, na qual os niveis de parasitemia diminuem significativamente, e
por isso, a detec¢do por microscopia ja ndo € mais possivel. Devido a isso, o diagnostico
se baseia, principalmente, na deteccdo de anticorpos IgG especificos (SCHIJMAN et al.,
2022).

Alguns testes especificos sdo realizados neste caso: imunofluorescéncia indireta,
hemaglutinacdo indireta e reacdes imunoenzimaticas (ELISA). Os testes moleculares
também sdo utilizados, como a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
convencional e Western blot (WV). Enquanto os testes rapidos sdo os testes de
diagndstico realizados corriqueiramente e propostos para a vigilandia epidemiolégica
(ZICKER et al., 1990).

1.6.2 Técnicas soroldgicas

O teste de hemaglutinacdo indireta (HI) era muito utilizado no passado e foi
padronizado por Cerisola & Colaboradores (1962), na qual se baseia na mistura da
amostra do paciente (provavelmente contendo anticorpos contra o parasito) com

hemaécias de carneiro sensibilizadas com antigenos especificos de T. cruzi por 2 horas.

Apobs este periodo, havendo anticorpos especificos para o parasito no soro, 0s
mesmos formaréo ligagdo com as heméacias, formando uma rede no fundo do tubo, sendo
a leitura do teste visual, com a placa colocada contra a luz ou um espelho (DE
APPARECIDA LEVY; BOAINAIN & KLOETZEL, 1996; SCHIJMAN et al., 2022).

Segundo Gomes; Lorena & Luquetti (2009), no entanto, se o sedimento de
hemaécias no fundo formar um ponto, a reacdo € negativa. Esse método € simples, menos
dispendioso, procedimentos com poucos passos, 0 que reduz erro de manipulacdo, no
entanto, pode-se ter subjetividade e discordancia na leitura dos resultados e resultados

falso-positivos ou falsos-negativos.

O teste imunoenzimatico (Enzyme-linked Immunosorbent assay - ELISA) é uma
técnica para a deteccdo de antigenos ou anticorpos. A técnica consiste no contato do soro
do paciente com antigenos do parasito, ambos fixados em uma microplaca. Um segundo

anticorpo (secundério) é adicionado, conjugado a uma enzima, que, em presenca de
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substratos especificos, produzem cor. Se houver anticorpos anti-T. cruzi no soro do

paciente, eles se ligardo a esses antigenos (MELLO, 2009).

A intensidade da cor é proporcional a quantidade de anticorpos presentes. A
leitura no teste de ELISA ¢ realizado pela leitura da absorbancia em um
espectrofotometro, utilizando um comprimento de onda indicado pelo fabricante, com
leitura objetiva. Algumas vantagens consistem em sua elevada sensibilidade, pequenas
quantidades de amostra do paciente, bem como o processamento simultaneo de varias
amostras em uma unica placa e facil uso em trabalhos realizados em campo. Por outro
lado, também apresenta desvantagem, como possibilidade de reacdo cruzada com L. sp.
Ou T. rangeli (LONGHI et al., 2012).

Na tentativa de superar essas limitagdes, foram desenvolvidas testes de ELISA
com antigenos recombinantes, que se Baseia no desenvolvimento de antigenos
(peptideos) construidos com tecnologia recombinante ao invés de lisados de parasitos
inteiros (ABRAS et al., 2016).

1.6.3 Técnicas moleculares

O diagndstico de DCC, de acordo com o Consenso Brasileiro e do Ministério da
Saude, baseia-se primariamente em métodos soroldgicos, utilizando duas metodologias
diferentes, como por exemplo, ELISA e hemaglutinagéo indireta ou imunofluorescéncia
indireta (DIAS et al., 2016). No entanto, na DCC, a parasitemia € baixa e intermitente, e
neste caso, a PCR é indicada quando os testes soroldgicos apresentarem resultado
indeterminado ou, por exemplo, para determinar a cura parasitolégica em paciente

cronicamente infectados apos o tratamento (BRITTO et al., 2009).

Além disso, a PCR também pode ser utilizada para o diagndstico de infeccdes
agudas de transmissdo por via oral, reativagdo devido a imunossupressao, reacao
transfusional ou transmissdo congénica, que neste caso, nao é indicado apés a fase aguda
da infeccdo (apo trés meses de idade), devido a baixa parasitemia (CURA et al., 2017).
Segundo Gomes (2009), esse método se baseia na adi¢do de oligonucleotideos que
amplificam sequéncias de DNA especificas do T. cruzi presentes na amostra do paciente,

permitindo sua identificagdo mesmo em baixas concentragdes.
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A sensibilidade do teste depende do numero de repeticdes dos sitios alvo e da
especificidade, que depende dos primers empregados (iniciadores). E considerado um dos
métodos mais sensiveis quando comparado com 0s métodos parasitologicos, permitindo
detectar o DNA parasitario mesmo em diferentes amostras: sangue total, soro, cortes de

tecidos, liquor ou conteudo fecal.

O ensaio de Western blot (WB) € um método laboratorial que permite detectar
proteinas especificas utilizando a eletroforese. Neste caso, foi funcionalizado o TESA-
blot, um tipo especifico de WB, mas que utiliza especificamente antigeno de T. cruzi,
mais sensivel e especifico em casos de infeccdo aguda ou congénita (CASTRO-
SESQUEN et al., 2021). No entanto, ao investigar o IgM-TESA, Umezawa &
Colaboradores (1996) relatou que, por mais gque este apresente bom desempenho para o
diagnostico precoce de DCC, é dificil sua implementacdo em &reas endémicas, uma vez

que esse ensaio se baseia em antigenos brutos e requer separacao eletroforética.

Né&o obstante a isso, 0 TESA-blot mostrou bandas de até 160kDa reconhecidas no
soro de pacientes com DCC, e além disso, ndo houve reacdo do soro de pacientes com
Leishmaniose (UMEZAWA et al., 1996). Dois estudos de coorte conduzidos na Bolivia
foi utilizado para determinar a infeccdo congénita e baseou-se em uso de diferentes
metodologias, como microscopia, PCR e IgM-TESA, o qual revelou que esse teste
apresentou acuradia diagnostica precoce (CASTRO-SESQUEN et al., 2021).

1.6.4 Testes Rapidos

Os testes de diagnostico rapidos (TDR) sdo ensaios imunocromatograficos
projetados para detectar 1gG especificas para T. cruzi e que fornecem resultados
qualitativos para o rastreamento ou diagnostico da DCC. Sdo ferramentas de fécil

utilizacdo e que normalmente fornecem o resultado em 30 minutos (PEREZ et al., 2024).

Das vantagens, o TDR néo requer equipamento elétrico e refrigeracdo, alem de
permitir a utilizacdo de pouco volume de amostra. Fornece um diagndstico rapido e
confiavél em areas remotas. Por exemplo, na regido do Chaco, Bolivia, 685 individuos
participaram voluntariamente desse estudo. Foi realizada uma comparagcdo com a técnica

de ELISA, na qual resultou em % de concordancia entre os testes de 96,1% e 93,1% para
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0 TDR, demonstrando que esse ensaio € uma alternativa ao método soroldgico
convencional (LOZANO et al., 2019).

Outro estudo de revisdo sistematica e meta-analise demonstrou que o TDR
também apresentou sensibilidade superior a 95% e especificidade acima de 99%
(ANGHEBEN et al., 2019), no entanto, MARCHIOL & Colaboradores (2023), avaliou
11 testes, os quais mostraram haver discrepancia entre os TDR, indicando que a maioria

poderia falhar na detec¢do do analito (anticorpos anti.T. cruzi), presente nas amostras.

Em 2022, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) autorizou o
registro do Kit NAT Chagas, um kit para diagndstico molecular da DC baseado na
identificacio do DNA do T. cruzi, desenvolvido pelo Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ) e o Governo do Parana (Moreira et al., 2023).

1.7 Tratamento farmacologico da doenca de Chagas

As chances de cura da DC aumentam quando o diagnostico e o tratamento sao
realizados precocemente, reduzem o desenvolvimento de complicacGes e 0s riscos de
progressdo da doenca, além da transmissao congénita ou por meio de transmissdo por via
vetorial, doacdo de sangue ou 6Orgdos (DE SOUSA et al., 2024). Mesmo com grande
impacto na satde global, o desenvolvimento de vacinas e medicamentos eficazes nas
fases agudas e crénicas sao dificeis pelos diversos estagios de vida do parasito, pelas
diferentes vias de infeccdo e pelos mecanismos de evasdo imunoldgica do T. cruzi
(PINAZO et al., 2024).

Atualmente, as op¢Oes terapéuticas disponiveis para a DC sdo limitadas, sendo o0s
compostos nifurtimox (Nf — [3- metil-4-(5° nitrofurfurilidenoamina tetrahidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-diéxido]) e benznidazol (bzn - [2-Nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-
acetamida]), introduzidos ainda na década de 60 e 70, respectivamente (PEREZ-
MOLINA et al.,, 2021). Ainda segundo Pinazo & Colaboradores (2024), ambos os
medicamentos sdo farmacos nitroheterociclicos, desenvolvidos por Bayer e Roche, com
efeito tripanocida conhecidos e demonstram eliminar a parasitemia, principalmente

quando os pacientes sao tratados precocemente.

O mecanismo de agdo dos medicamentos é dependente de ativacdo intracelular.

Por serem considerados pro-farmacos, estes sdo metabolizados por nitroredutases do
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parasito, que os convertem em produtos intermediarios através da geracdo de EROs,
afetando as fungGes bioldgicas do T. cruzi (HALL; BOT & WILKINSON, 2011; HALL
& WILKINSON, 2012). O Nf foi o primeiro farmaco utilizado para o tratamento da
DCA, no entanto, deixou de ser utilizado devido a sua alta toxicidade. Desta forma, o bzn

foi adotado pelo Ministério da Salde e passou a ser utilizado como farmaco de referéncia
no Brasil (CANCADO, 2002).

O bzn é um antimicrobiano oral de amplo espectro com atividade contra diversas
bactérias. No entanto, demonstrou eficacia contra T. cruzi e devido a isso, comegou a ser
utilizada como farmaco anti.T. cruzi (ALPERN; LOPEZ-VELEZ, & STAUFFER, 2017).
Tanto na fase aguda, quanto na fase cronica, a administracdo do tratamento consiste em
300 mg bzn em duas doses diarias, durante por pelo menos 60 dias. Ap6s a
administracdo, o farmaco € rapidamente absorvido, com pico plasmatico entre 2 a 4 horas
depois (VIOTTI et al., 2009).

Mesmo apresentando boa biodisponibilidade e sendo distribuidos ao longo dos
tecidos, incluindo SNC, evidéncias sugerem que o bzn tenha 0 mecanismo de eliminagéo
inicial por biotransformacao hepatica e recirculacéo entero-hepatica, provavelmente com
grau de metabolismo entérico (CORDOVA et al., 2008). Por outro lado, a
hepatotoxicidade associada a terapia com o bzn ndo é bem esclarecido, uma vez que
ensaios clinicos ndo relataram lesGes hepaticas cliniciamente aparente com ictericia
atribuida ao bzn (National Institute Of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,
2012).

Os efeitos adversos mais comumente observados pela utilizagdo do bzn incluem
anorexia, vémito, polineuropatia, perda de peso, dermopatias alérgicas, eritomatose,
parpura e disturbios gastrointestinais, levando muitas vezes a suspensdo e abandono do
tratamento (ALPERN; LOPEZ-VELEZ, & STAUFFER, 2017). No entanto, distarbios
neuroldgicos, leucopenia e trombocitopenia podem também surgir com o avancar do
tratamento. A necessidade de esquemas posologicos prolongados, de 30 a 60 dias, com
doses diarias de 5-7 mg/kg de peso corporal, facilita o surgimento dessas reagoes
(ARRUA et al., 2019).

Apesar de relativa eficiéncia no tratamento, o bzn apresenta demora terapéutica e

uma combinacéo de efeitos toxicos, além de sua ineficacia na fase cronica, que dificultam
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a adesdo ao tratamento (VAZQUEZ et al., 2020). Perante 0 exposto, ha esforcos na
pesquisa por novas alternativas terapéuticas consideradas com eficacia superior e

toxicidade inferior quando comparados ao bzn.
1.7.1 Novas abordagens para o desenvolvimento de farmacos antiparasitarios

As cruzipainas fazem parte de uma familia multigénica de proteases do T. cruzi,
com diferentes funcdes ao longo do ciclo de vida do parasito, 0s quais estdo associadas a
nutricdo, metaciclogénese, invasdo de células hospedeiras e modulacdo da resposta por
macrdfagos frente & infecgdo. O termo cruzaina refere-se a forma recombinante de uma
versdo truncada na extremidade C-terminal, fato este, que a maior parte da literatura e de
todos os complexos cristalograficos com inibidores, foram determinados com o termo
cruzaina (SYLKE et al., 2016).

A cruzaina possui um sitio ativo subdividido em sete subbolsas capazes de
acomodar residuos dos substratos. As subbolsas que acomodam os aminoacidos dos
substratos pelo lado acil sdo chamadas S1 a S4, enquanto as subbolsas que acomodam os
aminodcidos pelo lado amino sdo denominadas S1° a S3’°, sendo a triade catalitica
formada por Cys25, His162 e Asnl182 localizadas na interface entre as subbolsas S1 e S1°
(DIAZ et al., 2025).

Figura 9: Residuos no sitio ativo da enzima cruzaina e sua divisdo em sub-bolsas.
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Legenda: Os residuos das sub-bolsas envolvidas no reconhecimento de inibidores sdo mostrados como
bastdes e coloridos de acordo com a subbolsa a qual pertencem: rosa (S3); verde (S2); azul (S1); e marrom
(S1"). A estrutura da cruzaina (PDB 3KKU) é representada em desenho esquematico e em superficie.

Fonte: Santos & Ferreira, 2022.

A literatura demonstra que andlises das sub-bolsas S3 e S1 das estruturas
cristalinas da cruzaina geralmente interagem com inibidores, sendo as mais relevantes
para o desenvolvimento de farmacos. Nos estudos de especificidade de substrato da
cruzaina, as subbolsas S3 acomoda melhor residuos carregados positivamente e grupos
aromaticos, enquanto a S2 acomoda aminoacidos hidrofébicos, S1 acomoda melhor
residuos carregados positivamente e pequenos grupos aromaticos € S1° ndo apresenta

preferéncia por aminoacidos (SANTOS et al., 2023).

Uma estratégia comum utilizada é a busca de candidatos a farmacos que consigam
inibir a atividade do alvo, e para isso, realizam a triagem virtual para diminuir os custos e
acelerar o processo. O acoplamento molecular permite prevé o modo de ligagéo entre
duas moléculas, o alvo bioldgico e a molécula em estudo. Além disso, os estudos de
ancoragem molecular também permitem propor diferentes modos de ligacdo dos
inibidores conhecidos da cruzaina, auxiliando na geracao de hipdteses sobre as diferentes
ligagdes realizadas (PEREIRA et al., 2019).

1.8 Compostos heterociclicos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol

O interesse pelos derivados de oxadiazol surgiu a partir da consolidacdo da linha
de pesquisa do grupo, que ha alguns anos vem investigando o potencial bioldgico dessas
moléculas e seus derivados em diferentes modelos experimentais. Estudos prévios
desenvolvidos pelo grupo demonstraram que compostos contendo o nicleo oxadiazol
apresentavam atividades relevantes, especialmente em modelos de células tumorais
(MENDES ARAUJO et al., 2023), bem como em parasitos de importancia
epidemioldgica, como Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi (PINHEIRO et al., 2025;
ROCHA et al., 2022). Diante disso, o presente trabalho foi desenhado com o objetivo de
ampliar as investiga¢Ges do potencial tripanocida desses derivados, buscando confirmar
sua atividade biologica e contribuir na compreensdo de possiveis mecanismos de acéo,
tornando a pesquisa ainda mais consolidada, associada a uma lacuna ainda existente no

entendimento do efeito desses compostos sobre T. cruzi.
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A sintese de analogos de heterociclicos a base de nitrogénio ganhou impulso
devido a sua versatilidade no arsenal terapéutico em quimica medicinal dedicada ao
desenvolvimento de novas moléculas e compostos, e assim, vem ganhando importancia
por suas diversas atividades bioldgicas (YANG et al., 2021). Dentre esses compostos
heterociclicos, o N-ciclohexil-1,2,4-oxadiazol s&o anéis heteroaromaticos de cinco
membros, constituidos por dois &tomos de nitrogénio, dois 4&tomos de carbono e um de
oxigénio, os quais existem em quatro isdbmeros constitucionais diferentes, a depender dos
materiais de partida e das condi¢cfes reacionais: 1,2,5-oxadiazol, 1,2,3-oxadiazol, 1,2,4-
oxadiazol e 1,3,4-oxadiazol (TALE et al., 2011).

Enquanto o 1,2,3-oxadiazol é considerado instavel, o 1,2,5-oxadiazol, 1,2,4-
oxadiazol e o0 1,3,4-oxadiazol sdo comuns e ja foram comercializados. Por exemplo, esses
dois dltimos possuem atividades biologicas conhecidas, incluindo antidiabéticas,
inibidoras de tirosinase, antioxidantes e anti-hipertensivos, sendo o furamizol, um
antimicrobiano, contendo um nucleo oxadiazol (KAVITHA; KANNAN & GNANAVEL,
2017). Essas moléculas também apresentam também atividades antifangicas (IWATA et
al., 2019), antivirais (KIM et al., 2018), anti-inflamatérias (GOBEC et al., 2015),
anticonvulsivantes (MOHAMMADI-KHANAPOSHTANI et al., 2019), antibacterianas
(PICCIONELLO et al., 2012), anti-helminticas (SHAIKH et al., 2016) e antiparasitérias
(DOS SANTOS FILHO et al., 2009).

O oxadiazol é de consideravel interesse em diferentes areas da quimica devido a
capacidade do anel oxadiazol ter estabilidade hidrolitica e metabolica, apresentando
melhor atividade farmacocinética e in vivo, além de serem frequentemente descritas na
literatura como potencial bioisostero para amidas e ésteres (PATANI & LAVOIE, 1996).
Além disso, os oxadiazdis possuem propriedades aceptoras de ligacdes de hidrogénio
devido a eletronegatividade dos atomos de nitrogénio e oxigénio, em que 0s atomos de
nitrogénio sdo mais abundantes do que os de oxigénio (NOBELLI et al., 1997;
BOSTROM et al., 2012).

Entre os oxadiazois isoméricos conhecidos, o 1,2,4-oxadiazol encontra-se com
diversas aplicagdes na industria farmacéutica, como materiais cintilantes e industrias de
corantes. Atualmente, existem alguns medicamentos disponiveis contendo o nicleo 1,2,4-

oxadiazol, como anti-inflamatdrio (oxolamina), anti-infeccioso (pleconaril), supressor de
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tosse (prenoxdiazina), vasodilator (butalamina), entre outros (COUPAR et al., 1969;
PEVEAR et al., 1999; TADIKONDA et al., 2014).

Em relacdo a efeitos anticancerigenos, no estudo de Hagar & Colaboradores
(2023), os autores realizaram modificacOes estruturais em que o benzimidazol se ligou
diretamente ao oxadiazol e a chalcona, a fim de que pudesse proporcionar uma
progressdo do ciclo celular. Os dados obtidos indicaram que alguns analdgos
interromperam o ciclo celular na fase G1/S e impediram a entrada das células na fase
G2/M, ocorrendo diminuicdo do percentual (3,19%) de acimulo de células nessa fase em

comparagdo com o controle.

Além disso, sabe-se que a evasao da apoptose € essencial para a sobrevivéncia de
células cancerigenas, o qual estimula a angiogénese, desregulando a proliferagdo celular e
auxiliando na interferéncia na diferenciacdo. Desse modo, estudos que comprovem a
inducdo de apoptose através da ativacdo de caspases sdo bons candidatos
anticancerigenos (HAGAR et al., 2023). As atividades de pesquisa com farmacos
anticancerigenos, especificamente 0s oxadiazois sdo constantemente pesquisados, 0S
quais envolvem diferentes mecanismos, incluindo inibicdo da metaloproteinase de
matriz-9 (OZDEMIR et al., 2017), polimeragdo da tubulina (AHSAN et al., 2018), fatores
de crescimento (BAJAJ et al., 2015), sinalizacdo de Nf-kB (MOHAN et al., 2018) ¢ Bcl-2
(HAMDY et al., 2017), por exemplo.

Por outro lado, os oxadiazdis também apresentam indicios pela literatura de seu
potencial efeito antiparasitario, demonstrado, principalmente, pela microscopia eletronica
de transmissdo, utilizando as formas tripomastigotas e amastigotas, que demonstram
desorganizacdo do aparelho de Golgi e degeneracdo mitocondrial, com formacgdo de
vacuolos atipicos (DOS SANTOS FILHO et al.,, 2012). Alteracdes da morfologia
mitocondrial sdo extremamente importantes, uma vez que estes tripanossomatideos
possuem uma Unica mitocéndria altamente ramificada, intimamente ligada ao DNA do
cinetoplasto, também chamado de k-DNA (SOUZA et al., 2009).

O inchago mitocondrial também é observado com as formas promastigotas de L.
infantum, além de alteracfes indicativas de perda de polaridade celular e aparéncia de

células fantasmas, corroborando com estudos anteriores que o 1,2,4 oxadiazol podem
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atuar como inibidores de CYP51, afetando significativamente a biossintese de ergosterol
(SOUZA et al., 2024).

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Desde a descoberta da doenca de Chagas, a morte de milhares de pessoas foi
subnotificada, reforcando a compreensdo de ser uma doenca negligenciada e um grave
problema de saude publica. Apesar da implementacdo de programas de controle e
erradicacdo, ainda ndo se conseguiu eliminar a doenca, principalmente em areas
endémicas do pais. Dada a sua proporcionalidade, seriedade e gravidade, ha esforcos da
pesquisa cientifica em conseguir a correta identificacdo dos individuos infectados com o
T. cruzi, bem como estratégias de controle e desenvolvimento de terapias capazes de

eliminarem totalmente os parasitos.

Os medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da infeccdo por T.
cruzi sdo o Benznidazol e o Nifurtimox, ambos apresentam uma taxa de cura em torno de
85% apbs o tratamento na fase aguda, no entanto, apresentam limitagcdes importantes,
incluindo eficacia reduzida na fase cronica da doenca e efeitos adversos que
comprometem a adesdo terapéutica. Diante desse cenario, ha uma necessidade urgente
por novos compostos com atividade antiparasitaria que seja mais eficaz, segura e seletiva,
capazes de atuar em diferentes formas evolutivas de T. cruzi e superar as limitacOes

propostas pelos farmacos atualmente disponiveis.

Nesse contexto, tem sido proposta como uma estratégia promissora 0 nucleo
1,2,4-oxadiazol, amplamente conhecido na literatura por suas diversas atividades
farmacoldgicas, incluindo atividade antiparasitaria. Diante ao exposto, o presente estudo
justifica necessidade de explorar o potencial bioldgico de novos derivados sintéticos de
N-ciclohexil-3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina, contribuindo, através de uma
investigacdo integrada, identificar moléculas com atividade anti T.cruzi com perfil
toxicolégico adequado e ter uma melhor compreensdo sobre o potencial farmacolédgico

dessas moléculas.

A identificacdo da atividade antiparasitaria das moléculas de estudo visa elucidar
0S possiveis mecanismos de agdo contra o T. cruzi, além de fornecer evidéncias que
podem subsidiar o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, visando maior

eficacia e seguranca no tratamento das fases da doenga de Chagas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a atividade dos derivados sintéticos de N-ciclohexil 3-(3-metilfenil)-
1,2,4-oxadiazol-5-amina in vitro contra a cepa Y de Trypanosoma cruzi e avaliar a

toxicidade aguda in vivo.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar triagem dos principais derivados oxadiazois, com potencial atividade
antiparasitaria;

e Analisar o efeito das moléculas sobre as formas epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas da cepa Y de T. cruzi;

e Analisar a atividade antioxidante e acetilcolinesterase das moléculas de estudo;

e Demonstrar as alteracdes morfologicas induzidas pelas moléculas derivadas sobre
as formas epimastigotas de T. cruzi;

¢ Investigar o mecanismo de morte celular sobre as formas epimastigotas;

e Identificar possiveis interacdes in silico com a molécula de estudo;

e Realizar testes de toxicidade aguda em embribes de zebrafish.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das substéancias de estudo

Os derivados sintéticos de N-ciclohexil 3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina
foram fornecidos pelo Laboratério de Sintese de Compostos Bioativos, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, através de colaboracdo entre projetos de pesquisa
conjuntos. As moléculas foram sintetizadas por irradiacdo com micro-ondas direcionada
(MW) a partir de uma solucdo de arilamidoximas e diciclohexilcarbodiimida (DCC). A
partir deste protocolo, foi possivel caracterizar compostos meta-substituidos (m-CH3)
com o objetivo de utiliza-los neste estudo (DE OLIVEIRA et al., 2018).

As moléculas e as concentracGes selecionadas para este estudo foram escolhidas
com base em ensaios realizados anteriormente pelo proprio grupo de pesquisa (ROCHA
et al., 2022) e baseadas em recomendacdes da literatura para estudos com protozoarios e
oxadiazol, os quais priorizam concentracfes proximas aos valores de ICsy, a fim de

evidenciar os efeitos subcelulares.

Figura 10: Imagem ilustrativa da estrutura quimica das moléculas em estudo.
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O Benznidazol (bzn), usado como farmaco de referéncia, foi doado pelo
Laboratdrio Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE), com uma pureza de 99,93%. Todas
as substéncias foram diluidas em DMSO (Dimetilsulfoxido) estéril para obtencdo de
solugdes estoque na concentracdo de 0,2 M, com o intuito de se obter solucdes de
trabalho, de modo que a concentracdo de DMSO ndo ultrapassasse 0,5%. A partir da
solugdo estoque, a substancia foi preparada por diluicdo seriada em solugdo salina
tamponada com fosfato estéril (PBS), constituido de NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM;
KH,PO, 1,47 mM; Na,HPO, 8,1 mM; ph 7,4.

4.2 Parasitos

As formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi foram doadas pela Fundacdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ), enquanto as formas tripomastigotas foram obtidas a partir
da infeccdo de células hospedeiras, conforme realizado anteriormente por Lima et al.,
(2016).

4.3 Avaliacéo in vitro da atividade anti T. cruzi
4.3.1 Avaliacdo da citotoxicidade em células hospedeiras

A avaliacdo da atividade citotoxica das moléculas sintéticas 2a, 2f e 2i sobre
células de mamiferos foi realizada utilizando linhagem celular LLC-MK; (células
epiteliais renais de macaco), obtidas da fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ). As
células foram cultivadas em garrafas plasticas estéreis em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) suplementado com soro bovino fetal (SBF) a 10% e
antibioticos (penicilina 100 UI/mL e estreptomicina 100 pg/L), incubadas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO, (CECILIO et al., 2013). Apds confluéncia, as células foram
deslocadas usando solugdo de tripsina-EDTA e transferidas para novas garrafas de
cultivo. Para estocagem, as células foram congeladas em nitrogénio liquido em vials de
criopreservacao estéreis, usando SBF (95%) e DMSO (5%).

Para realizacdo dos experimentos, as células foram deslocadas, usando solucéo de
tripsina/EDTA, centrifugadas (4000 rpm por 5 minutos), quantificadas em camara de
Neubauer e transferidas para placas estéreis de 96 pocos (10° células/mL) em meio
DMEM a 10% de SBF e 37°C em atmosfera com 5% de CO, por 24 horas para permitir
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adesdo e proliferacao das células. As células foram tratadas com diferentes concentracfes
das substancias em estudo, de 100-1.5 uM (DA SILVA et al., 2013).

A viabilidade celular foi determinada através do método colorimétrico
empregando o sal MTT (Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio).
O MTT é um sal de tetrazdlio, em que sua forma oxidada possui coloragdo amarela,
podendo tornar-se azul quando reduzido devido as células estarem viaveis, gerando
cristais de formazan (MOSMANN, 1983), aos quais sdo solubilizados pela adicdo de
SDS (dodecilsulfato de sodio).

Foram utilizadas células ndo tratadas como controle negativo, e células tratadas
com DMSO 0,5% foram utilizadas para avaliar o efeito citotéxico do diluente. Além
disso, pocos contendo apenas meio de cultura foram utilizados como branco e, como
controle positivo, foram utilizadas células tratadas com o farmaco Benznidazol. Apés o
periodo de incubag&o de 24 horas, foram removidos 100 puL de cada pogo, 0S pocos foram
lavados com 100 pL de PBS e adicionados 10 pL de solugdao de MTT (2,5 mg/mL).

As placas foram incubadas por um periodo de 4 horas a 37°C e depois foram
adicionados 90 pL de SDS (10% m/v em HCI 0,05N). As placas foram novamente
incubadas por mais de 17 horas, em temperatura ambiente, para solubilizacdo dos cristais
de formazan, sendo em seguida, realizada a leitura em leitor espectrofotométrico a 570
nm. A toxicidade sobre as linhagens celulares foi usada para definir as concentracfes de
trabalho dos ensaios com T. cruzi, bem como para estimar a seletividade do patdgeno em
relacdo as células hospedeiras. Para isso, foi realizada a estimativa da CCsy (concentracéo

capaz de causar 50% de citotoxicidade) por regressdo ndo-linear.
4.3.2 Avaliacéo sobre as formas epimastigotas

As formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT
(Infusdo de figado e triptose constituido de NaCl 4g/L; Na,HPO,. 12H,0 11,6 g/L; KCI
0,4 g/L; glicose 2,2 g/L; triptose 5 g/L; infusdo de figado 5 g/L; hemina 25 mg/L; pH
7,4), suplementado com 10% de SBF, penicilina (200 U/mL) e estreptomicina (50 mg/L).
As culturas foram mantidas a 28°C em garrafas plasticas estéreis, sem agitacdo, em
incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) e replicadas a cada 7-8 dias, para sua

concentracdo, na fase logaritmica, atingir a densidade de 1x10° células/mL. A inibicdo do
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crescimento dos parasitos foi quantificada em uma camara de Neubauer (DA SILVA
RODRIGUES et al., 2014).

Para avaliar a atividade bioldgica das moléculas em estudo, aliquotas contendo os
parasitos na fase exponencial foram diluidas em meio LIT e transferidas para uma camara
de Neubauer, sendo realizada a determinagdo da densidade celular em cinco quadrantes.
Logo apds, os parasitos foram transferidos para uma placa de 96 pocos (1x10°

células/mL) com diferentes concentracfes das moléculas de estudo e o bzn (100-1,5 uM).

Apb6s o tratamento, as placas foram incubadas em estufa BOD, e colhidas
aliquotas em 24 e 48 horas para quantificacdo de parasitos vidveis. Foram considerados
viaveis 0s parasitos que preservaram a sua mobilidade e formato tipico. Como controle
negativo, foi utilizada a cultura de parasitos em presenca de meio LIT (LIMA et al.,
2016). A quantificagdo foi realizada em camara de Neubauer.

O percentual da viabilidade celular foi determinado utilizando a ICs
(concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% dos parasitos), através da

determinacdo por regressao ndo-linear.
4.3.3 Avaliacao sobre as formas tripomastigotas

As formas tripomastigotas de T. cruzi foram obtidas a partir do sobrenadante de
células hospedeiras (LIMA et al., 2016). As células infectadas foram cultivadas em
frascos estéreis de 25 cm? na concentracéo 2x10° células/mL em meio DMEM 10% SBF.
O meio de cultura foi substituido apds 48 horas de incubagdo, usando meio DMEM,
suplementado com 2% de SBF e antibidticos, em atmosfera com 5% de CO,. Apds 72
horas, 0 meio de cultura foi substituido, e o sobrenadante centrifugado em 2800 rpm por
7 minutos para obtencdo das formas tripomastigotas que foram utilizadas para realizacéo

dos ensaios de avaliacdo.

Para avaliagdo do efeito antiproliferativo, 10° tripomastigotas/mL  foram
incubadas e adicionadas as moléculas de estudo e bzn (100-1,5 uM) em placas de 96
pocos com meio DMEM 10% SBF. Como controle negativo foram utilizadas células néo
tratadas e consideradas como 100% de viabilidade. Em seguida, as placas foram
incubadas por 24 horas e colhidas para contagem em camara de Neubauer. O percentual

de viabilidade celular foi calculado com a mesma formula usada para as formas
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epimastigotas. Foi calculado o indice de seletividade dos oxadiazdis sobre as formas
tripomastigotas em relacdo as células hospedeiras e a LCso (concentracao letal para 50%
dos parasitos) foi determinada por regressao néo-linear.

4.3.4 Avaliacéo do efeito sobre as formas amastigotas de T. cruzi

As células LLC-MK?2 foram cultivadas (10° células/mL) em placas de cultivo de
24 pocos sobre laminulas circulares de vidro de 13 mm de didmetro e incubadas em
estufa de CO,. Em seguida, as células foram infectadas com as formas tripomastigotas
(2x10° células/mL) e incubadas durante 48 horas para que ocorresse a infecgdo. Apds este
periodo, as células infectadas foram tratadas com as moléculas em concentracdes de 30 e

60 UM e as placas permaneceram em estufa de CO, por 24 horas.

Logo apds, as laminulas foram retiradas de cada poco, lavadas com &gua destilada
e fixadas com uma solucdo de Bouin, para que ocorresse a fixacdo das células. Depois de
lavadas com agua destilada e etanol a 70%, as laminulas foram mergulhadas em metanol,
para desidratagdo, por 2 minutos. Em seguida, elas foram coradas utilizando uma solugéo
de corante Giemsa (5% v/v em &gua destilada) durante 60 minutos. Por fim, as laminulas
foram lavadas para remocdo do excesso de corante, secadas e montadas em lamina
utilizando entelan (BANDEIRA et al., 2018).

A avaliacdo do efeito antiamastigota foi determinada por contagem em
microscopio oOptico, através da quantidade de células ndo infectadas e células infectadas,
perfazendo um total de 300 células em cada poco. Os resultados foram expressos como
percentual de células infectadas, quantidade de amastigotas por células infectadas e o
indice de sobrevivéncia (MONTEIRO et al., 2019).

4.4 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma metodologia utilizada para o estudo quantitativo,
funcional e morfolégico, onde sdo avaliadas individualmente as células e suas particulas
suspensas em uma solucéo, de acordo com o seu tamanho, intensidade de fluorescéncia e
granulosidade. Cada particulada analisada é realizada através de mensuracdo em diregdes
diferentes, sendo a direcdo frontal (FSC — Forward Scatter), a qual permite avaliar o

tamanho de cada célula individualmente e a direcdo lateral (SSC — Side Scatter), que



54

indica a carga de granulosidade e complexidade de cada célula interna (DOS SANTOS et
al., 2024).

Além da mensuracdo e tamanho, as células também podem ser marcadas com
fluorocromos, cuja intensidade é detectada através de detectores fluorescentes, como
FL1, FL2, FL3 e FL4. Cada particula/célula que o laser intecepta € chamada de evento, o
qual é avaliada graficamente, seja através de histogramas ou/e dotplots, os quais podem

ser divididos em quadrante.
4.4.1 Perfil de morte celular utilizando marcadores Anexina V e 7-AAD

A avaliacdo do mecanismo de morte celular foi induzido pelas trés moléculas de
estudo (2a, 2f e 2i) através da citometria de fluxo, utilizando os marcadores fluorescentes
Anexina V marcada com a ficoeritrina (Ax/PE) e o 7-AAD (7-aminoactinomicina D). O
corante 7AAD é um marcador de viabilidade celular capaz de se inserir entre as bases
nitrogenadas citosina e guanina (C-G) na fita dupla de DNA, no entanto, é incapaz de
penetrar em membrana celular integra. Quando ocorre o processo de morte, a membrana
plasmatica é progressivamente alterada com perda de integridade, tornando possivel a
permeabilizacdo de 7AAD, que por sua vez, se ligard ao DNA no interior da célula (DE
CARVALHO; RIBEIRO & NOGUEIRA, 2010).

A andlise de células vidveis e ndo viaveis é realizada atraves da intensidade de
fluorescéncia, ou seja, quanto maior é o pico de intensidade de fluorescéncia, mais
células mortas estdo representadas no histograma. Assim, quanto maior a marcacdo de
7AAD, maior a sua caracteristica de morte por necrose. Por sua vez, a proteina Anexina
V se liga a fosfolipideos internos de membrana, exercendo alta afinidade pela
fosfatidilserina, principalmente na presenca de ions calcio. Quando ocorre morte celular
por apoptose, esses residuos sdo translocados para 0 meio externo, permitindo a ligacdo
com este marcador (ATALE et al., 2014).

Basicamente, as formas epimastigotas foram cultivadas em placas de cultivo de 24
pocos, em densidade de 10° células/mL, incubadas com as moléculas de estudo (2a, 2f e
2i) e em concentracfes de 100 e 50 puM por 24 horas. Apos este periodo, 0S grupos
experimentais foram centrifugados a 2800 rpm por 7 minutos, lavados com tampéo de
ligagdo (HEPES 10 mM; NaCl 140 mM; CaCl2 2,5 mM; pH 7,4). Logo apds, foi
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realizada a marcagcdo com kit comercial (400 uL do tampéo de ligacdo + 5 pL de 7-AAD
+ 5 pL de AxV PE) (Annexin V/PE Apoptosis Detection Kit I, BD Bioscienses)

conforme as instrugdes do fabricante.

Apos incubagdo por 15 minutos no escuro, foi adicionado 400 pL de tampao de
ligacdo em cada tubo e as celulas foram contadas e identificadas em aparelho de
citometria de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences), respeitando as orientacGes do
fabricante. Para cada uma das amostras, foram considerasdos pelo menos dez mil eventos
por analise (SAMPAIQ, 2016).

4.4.2 Andlise da producéo de EROs citoplasmaticas

O reagente 2’7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) foi utilizado para
avaliar o aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) no citoplasma de células
epimastigotas ap6s o tratamento com os derivados oxadiazol. O DCFH,-DA avalia a
producdo de peroxido de hidrogénio (H202) e de outros peroxidos, o qual ndo é capaz de
permear membranas. No entanto, ao reagir com as EROs citoplasmaticas, este é oxidado,
produzindo o fluorescente diclofluoresceina (DCF), o qual € utilizado como marcador

para o estresse oxidativo celular (CHEN et al., 2010).

O DCF é excitado em um comprimento de 488 nm e emite fluorescéncia a medida
que h& aumento de Ros presente no citoplasma das células. Apds um periodo de 3 horas
de tratamento em placas de 24 pogos das moléculas de estudo em relacdo as formas
epimastigotas (10°® células/mL), foi adicionado o DCFH,-DA, em concentragdo final de
20 uM em DMSO e, logo, incubadas no escuro por 24 horas. Apds este periodo, 0s
grupos experimentais foram transferidos para tubos de citometria, os quais foram
realizados duas lavagens e ressuspensos em 500 uL de PBS. A leitura foi realizada
através da aquisicdo de pelo menos 10.000 eventos através do equipamento
FACSCalibur.

4.4.3 Anélise da determinacdo do potencial transmembranico mitocondrial (A¥m)

O corante fluorescente Rodamina 123 (Rho123) foi utilizado para avaliar se as
moléculas em estudo induziam alteracdo mitocondrial nas formas epimastigotas. A
Rho123 é um marcador catibnico e lipofilico que se acumula no espago mitocondrial de

células viaveis, o qual emite fluorescéncia vermelha. No entanto, ap6s lesdo na
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integridade mitocondial, ha reducdo de acumulo deste corante, ou seja, de ions H+, e
consequentemente, o corante se desloca até o citoplasma, onde emite fluorescéncia verde,
confirmando sua alteracdo no AYm (BARACCA et al., 2003).

As formas epimastigotas em concentracdes ja definidas (1x10° parasitos/mL) da
cepa Y de T. cruzi foram incubadas e plaqueadas com as moléculas de estudo
(especificamente 2a, 2f e 2i — ambas em concentracdo de 100 e 50 uM) e PBS (controle)
por 24 horas em placas de 24 pocos. Apds este periodo, as celulas foram transferidas para
tubos de centrifuga, centrifugadas a 2800 rpm por 7 minutos e lavadas 2x com PBS. Em
seguida, e na auséncia de luz, as células foram ressuspendidas com 5 pL de Rho 123 a 10
pg/mL e 100 pL de PBS e incubadas 30 minutos no escuro. Apos este periodo, 0s tubos
individualmente foram analisados por citometria de fluxo e os resultados expressos de
acordo com a intensidade de fluorescéncia (DE MENEZES et al., 2019).

4.5 Atividade antioxidante e anticolinesterasica

3.5.1 Amostras testes

As amostras foram preparadas pesando 2,0 mg cada e sendo solubilizada em 1,0
mL de DMSO 3 %, tendo a concentragéo final de 2,0 mg.mL™

3.5.2 Atividade Antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) seguindo a metodologia descrita por Becker et al. (2019) com modificacdes, e
pelo método ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-acido sulfénico)) conforme
descrito por Re et al. (1999). Ambos os testes foram conduzidos em uma microplaca de
fundo plano de 96 pocos, sendo adicionado 180 pL de solugdo metandlica de DPPH e 20
pL das amostras. A absorbancia foi realizada a 490 nm em 60 minutos de incubagéo e
como controle positivo foram utilizados os padrdes BHT e Trolox, usando um leitor
BioTek Elisa, modelo ELX 800.

O percentual de inibi¢do foi calculada através da comparacdo da velocidade de
reacdo das amostras em relagdo aos grupos controles. Todas as amostras foram realizadas

em triplicata.
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4.5.3 Atividade anticolinesterasica in vitro

A atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase recombinante (AChE) foi
medida utilizando um leitor de ELISA BioTek, modelo ELX 800, com o software "Gen5
V2.04.11", com base na metodologia descrita por Rhee et al. (2001) e Trevisan et al.
(2003). Foi adicionado 25 uL de iodeto de acetiltiocolina (15 mM), 125 pL de 5,5'—
ditiobis-[2-nitrobenzdico] na solugdo Tris/HCL (50nM, pH=8, com 0,1 M de NaCL e
0,02 M de MgCL2 .6H20. (3 mM de DTNB), 50 pL da solugédo Tris/HCL (50 nM, pH=8,
com 0,1% de albumina sérica bovina (BSA)), 25 yL da amostra dissolvida no solvente de
extracdo da amostra e diluida 10 vezes na solugdo Tris/HCL (50 mM, pH=8) para obter
uma concentragéo final de 0,2 mg.mL-1 .

A absorbancia foi realizada a 405 nm durante 30 segundos. Em seguida, foram
adicionados 25 pL da enzima acetilcolinesterase (0,25 U.mL-1) e a absorbancia foi
conferida em 25 minutos de incubagdo da enzima. Como padrdo negativo foi utilizada
todas as solucgdes, com excecdo das moléculas de estudo. O percentual de inibicdo da
acetilcolinesterase foi calculada pela comparacdo das velocidades de reacdo, através da
hidrolise do substrato das amostras em relacdo ao branco, na qual é considerada como
atividade de 100% da AChE. Todas as amostras foram analisadas em triplicata e a

fisostigmina e a galantamina foram utilizadas como controle positivo.

As amostras apresentaram coloracdo propria absorvida pelo espectro de onda de
leitura, sendo assim, foram deduzidos os valores referentes a coloracdo. Apds
normalizagédo dos dados foi realizado teste de curva de regresséo néo-linear.

4.6 Avaliacdo morfologica
4.6.1 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica de observacgdo e
analise das caracteristicas microestruturais de materiais, sendo capaz de analisar
estruturas de 1,4 nm, utilizando feixes de elétrons para explorar a superficie da amostra.
O procedimento experimental consiste na avaliacdo de alteracbes morfoldgicas do
parasito induzidas pelos compostos sintéticos oxadiazois. As formas epimastigotas foram
incubadas com as moléculas em estudo por 24 horas. Foi adicionado glutaraldeido com

concentracdo final de 2,5%, centrifugadas a 800 g por 10 minutos. Logo apds desprezar o
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sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em solucdo de glutaraldeido a 2,5% e

incubado por 2 horas.

As amostras fixadas foram centrifugadas novamente e expostas a uma crescente
de etanol a 30, 50, 70, 90 e 100% para desidratacdo e centrifugacdo a 800 g por 5
minutos. As células foram transferidas para laminulas circulares de 15 mm e colocadas
para secagem em estufa. As ldaminas foram cobertas com camadas de ouro (espessura de
20 nm) utilizando a Metalizadora QT150 ES-Quorum e analisadas em Microscopio
Eletronico de varredura. As grades foram analisadas em microscopio eletronico de
varredura na Central Analitica do Laboratorio Multifuncional da Universidade Federal do
Ceara.

4.7 Estudos in silico

Foram realizados ensaios in silico através de docking molecular para avaliagcdo
teorica das interacGes entre a molécula 2a e a enzima cruzaina de T. cruzi, os quais foram
realizados em colaboracgéo e coordenado pelo Prof. Dr. Ernesto Caffarena, pesquisador da
Fiocruz-RJ e pesquisador visitante da Fiocruz-CE.

A cruzaina, uma cisteina protease do T. cruzi, é alvo conhecido e validado para
medicamentos devido a sua sobrevivéncia, diferenciacdo e viruléncia do parasito, sendo,
consequentemente, alvo para o planejamento de farmacos baseado a identificacdo de
inibidores da cruzaina (SANTOS et al., 2023).

4.7.1 Estrutura da proteina e preparacao do ligante

A estrutura cristalina da cruzaina (PDB ID: 3KKU) foi obtida do Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/) e utilizada como proteina alvo para estudos de ancoragem
molecular. A estrutura da proteina foi preparada mantendo-se todas as moléculas de agua.
Os atomos de hidrogénio faltantes foram adicionados e os estados de protonacdo foram
atribuidos em pH fisiolégico (7,4). Os residuos do sitio catalitico, Asp25 e Cys162 foram
mantidos em estado de par idnico. As conformagdes tridimensionais iniciais foram

geradas utilizando o servidor Acepype e salvas no formato pdb.
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4.7.2 Protocolo de Ancoragem Molecular

A ancoragem molecular foi realizada utilizando o Software Gnina versao 1.0, um
programa de ancoragem molecular com suporte integrado para pontuacao e otimizacdo de
ligantes utilizando redes neurais convolucionais (CNNs). Para validar o protocolo de
ancoragem, experimentos de re-ancoragem foram realizados removendo o ligante co-

cristalizado da estrutura 3KKU e ancorando-0 novamente em seu sitio de ligacéo original.

Todos os célculos de acoplamento molecular foram realizados usando o Gnina
versdo 1.0+ no Linux Ubuntu 24.04.3 LTS com uma GPU GeForce 3060. A visualizacdo
e a analise foram conduzidas usando os softwares ChimeraX e VMD. As poses de ligacéo
foram analisadas monitorando interacdes intermoleculares chave, incluindo ligacdes de
hidrogénio (limite de distAncia < 3,5 A, limite de angulo > 65°), contatos hidrofobicos e

interagdes eletrostaticas.

O desvio quadratico médio (RMSD) das estruturas de referéncia e as mudancas
conformacionais do ligante apo6s a ligacdo também foram avaliados, quando aplicavel.
Para fornecer uma analise comparativa e validacdo adicional das previsdes de ligacao,
uma série de ligantes foi alternativamente submetida ao servidor Boltz-2
(https://boltz.bio/boltz2) para previsdo de pose independente, estimativa da energia livre

de ligagéo e avaliacdo da probabilidade de ligacéo.

O Boltz-2 é uma abordagem de aprendizado profundo de ultima geracdo para
previsdo de estrutura molecular que aproveita arquiteturas transformadoras avancadas
treinadas em extensos bancos de dados estruturais (PASSARO et al., 2025). A plataforma
oferece vantagens significativas, incluindo maior precisdo na previsdo de complexos
proteina-ligante, estimativa confiavel da termodinamica de ligacdo e avaliacdo
quantitativa das probabilidades de ligacdo que complementam as pontuacbes de

acoplamento tradicionais.
4.7.3 Dinamica Molecular

Todas as simulagbes de dindmica molecular (DM) foram realizadas utilizando o
pacote de simulagdo GROMACS 9 (ABRAHAM et al., 2015) com o campo de forca
AMBER (HORNAK et al., 2006; TAVARES et al., 2023). A parametrizacdo do ligante

foi realizada utilizando o servidor ACpype, que gera arquivos de topologia e parametros



60

compativeis com campo de forcas AMBER. O protocolo de simulagdo consistiu em
quatro etapas sequenciais: minimizacdo de energia, equilibrio NVT, equilibrio NPT e

producao.

As estruturas iniciais foram submetidas a minimizacdo de energia utilizando o
algoritmo de descida mais ingreme com um maximo de 5.000 passos. A minimizacédo de
energia foi encerrada quando a for¢a maxima caiu abaixo de 100 kJ mol™ nm™ (emtol =
100) com um tamanho de passo de 0,01 nm. O algoritmo L-BFGS foi empregado com um
parametro de corre¢do de 10 (nbfgscorr = 10) e um méaximo de 20 iteragBes por passo.

Apds a minimizacao de energia, o sistema passou por duas fases de equilibrio.

O primeiro estagio de equilibrio foi realizado no conjunto canénico (NVT) por
500 ps (250.000 passos com um intervalo de tempo de 2 fs) a 100 K, utilizando um
termostato de reescalonamento de velocidade (v-rescale) com uma constante de
acoplamento de 1,0 ps. Restricdes de posicdo foram aplicadas aos atomos pesados
durante essa fase para permitir o equilibrio gradual do solvente ao redor do soluto.
Posteriormente, o equilibrio NPT foi conduzido por 500 ps (250.000 passos com um

intervalo de tempo de 2 fs) a 300 K e 1 bar, com as restri¢ces de posicao removidas.

O acoplamento de temperatura foi mantido utilizando um termostato de
reescalonamento de velocidade com uma constante de tempo de 1,0 ps, enquanto o
acoplamento de pressdo empregou o barostato de Parrinello-Rahman com uma constante
de acoplamento de 1,0 ps e uma compressibilidade isotérmica de 4,5 x 10~ bar.
SimulacGes de dindmica molecular (MD) de producédo foram realizadas no conjunto NPT
por 100 ns (50.000.000 passos com um intervalo de tempo de 2 fs) a 300 K e 1 bar. Os
mesmos esquemas de acoplamento de temperatura e pressdo usados durante o equilibrio
NPT foram mantidos para as simulaces de producdo. Todas as simulacbes empregaram

condicdes de contorno periddicas nas trés dimensdes (Xyz).

4.8 Toxicidade em embrides de Zebrafish (Danio rerio)

Os ensaios com Zebrafish, incluindo manutencdo dos animais, exposi¢cdo aos
tratamentos e avaliacOes, foram realizados através de uma colaboracdo com a empresa
especializada Z-Safe Biotecnologia Ltda., na cidade de Natal, Rio Grande do Norte,

conforme seu protocolo aprovado (ZS-TOX-06/25-1).
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Neste estudo, foi utilizado o Teste de Toxicidade Aguda em embriGes de
Zebrafish, referente ao FET236 da OECD (Organizacdo para a Cooperagdo e

Desenvolvimento Econémico).
4.8.1 Organismo de teste

Os embriBes de zebrafish (Danio rerio) da linhagem WT foram obtidos atraves da

desova natural de matrizes, de acordo com o protocolo de reproducdo de progenitores.
4.8.2 Condigdes de Armazenamento

Os animais foram mantidos em sistema de recirculacdo de agua (densidade de 2
peixes/L), com qualidade mantida por filtragdo mecanica, biolégica e quimica, e
passagem por uma unidade de esterilizacdo com luz UV. Os parametros quimicos da agua
foram mantidos em pH ~7, temperatura 27 °C, oxigénio ~6 mg/L, am0nia total <0,01
mg/L, e condutividade de 600uS/cm. O fotoperiodo foi fixado em 14h/12h com inicio da
fase clara as 07:00 (190 Lux). Os peixes (jovens e adultos) foram alimentados com
Artemia sp. (Artemia salina do RN®, Brasil) e racdo comercial em flocos (Alcon Basic®,

Brasil; 60% proteina e 15% gordura). A alimentacdo foi oferecida trés vezes ao dia.
4.8.3 Condigdes para reproducéo

Os peixes adultos foram colocados em tanques de reproducdo (3 machos: 2
fémeas) contendo uma divisoria transparente removivel, com orificios, separando machos
e fémeas, mas permitindo o contato quimico e visual entre os individuos. A particdo foi
removida na primeira hora de luz (07:00h) e a desova ocorreu naturalmente. Uma hora
apos a desova, os embribes foram coletados, verificados quanto a fertilizacdo (sob

estereomicroscopio com aumento de 40x; MOTIC) e contados.
4.8.4 Grupos

Ovos fertilizados foram separados, lavados com agua do sistema e transferidos
para placas de poliestireno de 24 pocos (1 embrido/pogo). Foram selecionados 20

embrides, somados a quatro para controle da placa.
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4.8.5 Amostra utilizada e controle

A agua do sistema de recirculacéo foi utilizada como controle negativo e 0 DMSO
em concentracdo a 0.1%, A molécula de estudo (2a) foi escolhida e utilizada em
concentracdes de 100-12,5 uM, bem como a associacdo de oxadiazol + benznidazol, nas

mesmas concentracoes.
4.8.6 Exposicao e reprodutibilidade dos dados

Os embrides expostos as substancias por 96h foram observados a cada 24h em
estereomicroscopio com aumento de 80X para verificacdo de sinais de letalidade e

malformacdo: coagulacdo do ovo ou auséncia de batimentos cardiacos.

Todo o procedimento descrito foi realizado em duplicata para garantir a
reprodutibilidade dos dados, bem como aumentar a confiabilidade estatistica pelo

tamanho amostral.
4.9 Analise estatistica

Os dados numéricos foram expressos como media * erro padrdo médio (EPM).
Para comparacdo dos grupos experimentais, foi utilizado o teste estatistico one-way
ANOVA ou teste ndo paramétrico, de Kruskal-Wallis, considerando significancia de

*p<0,05. Para a realizacdo dos testes, foi utilizado o programa R studio.

5. RESULTADOS
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5.1. Avaliacao da toxicidade das moléculas (2a, 2f e 2i) em células hospedeiras

As atividades antiparasitarias, de citotoxicidade e os indices de seletividade das
trés moléculas de estudo (2a, 2f e 2i) estdo resumidas na tabela 2. Ainda na tabela 2,
observa-se os valores de 1Cs, LCsp € CCs de todas as moléculas em estudo envolvidas
neste trabalho e o indice de seletividade (IS). Todos os analogos estudados apresentaram

IS significativos, quando comparados a molécula de referéncia Benznidazol.

Tabela 2: Valores de ICsp, LCsp, CCsp € indice de seletividade das moléculas 2a, 2f, 2i e

Benznidazol.

Tempo de Exposicdo

24h 48h
Molécula 2a:
IC50 31.34 uM 7.61 uM
LC50 142 uyM
CC50 221 uM
IS (Sel) 15
Molécula 2f:
IC50 44 4 uM 2.6 uM
LC50 24 uM
CC50 14 uM
IS (Sel) 58
Molécula 2i:
IC50 7.0 uM 3.7 uM
LC50 2.6 uM
CC50 257 uM
IS (Sel) 98
Benznidazol:
IC50 17.3 uM 3.5uM
LC50 12.5 uM
CC50 59.1 uM
IS (Sel) 47

Legenda: 1Cso = concentracdo inbitdria de 50% de epimastigotas; LCsy = concentracdo capaz de matar 50%
as formas tripomastigotas; CCs, = concentragdo capaz de causar citotoxicidade em 50% das células; IS =
indice de seletividade. Todos os resultados expressos em pM*. O indice de seletividade foi calculado em:
IS = CCsy/LCx.

O presente estudo demonstrou que a molécula 2a apresentou menor efeito

citotoxico frente a célula hospedeira, com valor de CC50 de 221 uM. Esse efeito pode ser
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respondido pelas modificacbes eletrénicas no substituinte na posicdo para do anel
aromatico da molécula que provavelmente tenha influenciado diretamente a sua atividade
bioldgica. Paralelamente, os valores de 1Cspobservados indicaram menor poténcia quando
comparados com a molécula de referéncia. No entanto, a molécula 2a apresentou o maior
IS.

Por outro lado, o grupo trifluormetil, presente na molécula 2f, resultou em maior
citotoxicidade, com valores de CCC50 de 14 uM e menor IS, de 5.8. Em contrapartida,
apresentou elevada atividade antiparasitaria, demonstrado pelos valores de ICsode 2.6
MM, possivelmente associada ao aumento da lipofilicidade promovido por esse
substituinte. A molécula 2i, contendo fluor, apresentou um perfil intermediario, com boa
atividade em 24h e 48h, com valores de ICsode 7.0 uM e 3.5 pM. Além disso, os valores
de LCsoe IS indicaram um equilibrio entre atividade bioldgica e citotoxicidade, com

valores de 2.6 UM e 9.8, respetivamente.
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5.2 Efeito antiparasitario sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas

Figura 11: efeito antiproliferativo da molécula 2a sobre as formas epimastigotas em 24h e 48 horas (em a) e das formas tripomastigotas (em b)
da cepa'Y em 24 horas
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Legenda: grupo controle realizado (mas ndo expresso na figura). Os dados apresentados como média + EPM. Acima, estdo apresentados os resultados antiproliferativos sobre

as formas epimastigotas e tripomastigotas nos tempos. Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 12: efeito antiproliferativo da molécula 2f sobre as formas epimastigotas em 24h e 48 horas (em a) e das formas tripomastigotas (em b)
da cepa'Y em 24 horas
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Legenda: grupo controle realizado (mas ndo expresso na figura). Os dados apresentados como média + EPM. Acima, estdo apresentados os resultados antiproliferativos sobre

as formas epimastigotas e tripomastigotas nos tempos. Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 13: efeito antiproliferativo da molécula 2i sobre as formas epimastigotas em 24h e 48 horas (em a) e das formas tripomastigotas (em b)
da cepa'Y em 24 horas
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Legenda: grupo controle realizado (mas ndo expresso na figura). Os dados apresentados como média + EPM. Acima, estdo apresentados os resultados antiproliferativos sobre
as formas epimastigotas e tripomastigotas nos tempos. Fonte: elaborado pelo autor.
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A partir das figuras 11, 12 e 13, é possivel observar mudangas nos ensaios
realizados para as formas epimastigotas e tripomastigotas. A figura 10 apresenta um
efeito antiproliferativo da molécula 2a, evidenciando um perfil de resposta dependente da
concentracdo e do tempo da exposicdo. Ainda na figura 10, observa-se no item a uma
reducdo gradual de viabilidade das formas epimastigotas & medida que a concentracdo da
molécula aumenta, tanto em 24h quanto em 48h. No item b, referente as formas
tripomastigotas, a curva concentracdo-resposta apresenta um perfil sigmoidal bem

definindo, estabelecendo ICsode aproxidamente 14,29 uM.

A figura 11 representa o efeito antiproliferativo da molécula 2f sobre as duas
formas evolutivas de T. cruzi, evidenciando um perfil de resposta dependente de
concentracéo e influenciado pelo tempo de exposicdo. No item a, observa-se reducgéo de
viabilidade das formas epimastigotas a medida que a concentracdo fosse aumentando, no
entanto, com valor de ICsp = 44,4 pM, indicando baixa poténcia nesse intervalo.
Entretanto, em 48h, ha aumento expressivo da atividade, com ICsq reduzido para 2,6 UM,
demonstrando um efeito altamente tempo-dependente e sugerindo que a molécula 2f
requer maior tempo para exercer sua agdo maxima. No item b, em relagdo as formas
tripomastigotas, a curva concentracdo-resposta apresentou um perfil menos acentuado

guando comparado para as formas epimastigotas, com 1Csy = 6,62 UM.

A figura 12 representou o efeito antiproliferativo da molécula 2i sobre as formas
epimastigotas e tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, na qual evidenciou um perfil de
resposta dependente da concentracdo e do tempo de exposicdo. No item a, observa-se
uma reducdo progressiva de viabilidade a medida que a concentra¢do vai aumentando,
tanto em 24h quanto em 48h. No entanto, o seu efeito é ainda maior em 48h, indicando
um comportamento tempo-dependente da molécula, o que corrobora para a sua I1Csy =
7,07 UM e 3,7 UM nos dois tempos de incubacdo. Em b, essa resposta foi ainda mais
evidente, o que se observa uma queda mais acentuada de viabilidade na faixa entre 3,1 e
12,5 pM. essa resposta € ainda maior nas concentracdes mais elevadas, indicando alta

eficacia da molécula de estudo.



5.3 Efeito antiamastigota

Figura 14: efeito antiamastigota da molécula 2a em cepa Y de T. cruzi
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Legenda: (A) contagem de amastigotas por células infectadas; (B) indice de sobrevivéncia dos grupos experimentais. Os dados foram expressos como média + EPM e
avaliados por one-way ANOVA com teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. *p<0,05.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 15: efeito antiamastigota da molécula 2f em cepa Y de T. cruzi
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Legenda: (A) contagem de amastigotas por células infectadas; (B) indice de sobrevivéncia dos grupos experimentais. Os dados foram expressos como média + EPM e
avaliados por one-way ANOVA com teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. *p<0,05.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 16: efeito antiamastigota da molécula 2i em cepa Y de T. cruzi
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Legenda: (A) contagem de amastigotas por células infectadas; (B) indice de sobrevivéncia dos grupos experimentais. Os dados foram expressos como média + EPM e
avaliados por one-way ANOVA com teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. *p<0,05.
Fonte: elaborado pelo autor.
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O efeito antiamastigota das moléculas em estudo foi avaliado nas concentracdes
de 30 e 60 UM, as quais foram analisados o numero de amastigotas por 100 células e o
indice de sobrevivéncia. Na comparacdo das trés moléculas em estudo, percebeu-se que
as mesmas foram capazes de causar diminuicdo ou reducdo da carga parasitaria. O
farmaco bzn também foi avaliado quanto a sua atividade, no entanto, ndo foi demonstrado
visualmente. Apesar disso, observou-se efeito esperado, como farmaco controle,

reduzindo o nimero de amastigotas a medida que a concentracdo foi aumentando.

Na figura 12A, demonstrado pelo ensaio com a molécula 2a, observou-se um
padrdo concentracdo-resposta nas concentracdes avaliadas, uma vez que quanto maior a
concentra¢do, menos amastigotas foram observadas nas células, observando uma reducao
mais acentuada quando comparada ao grupo controle. Na figura 12B, a molécula 2a
também reduziu a sobrevivéncia parasitaria, em 60% e 52,3% nas duas concentracfes de

30 e 60 uM, respectivamente, o que reforca o seu efeito.

Na figura 13A, demonstrado pela molécula 2f, hd uma reducdo do nimero de
amastigotas em ambas as concentracfes, sendo o efeito mais evidente em 60 uM,
indicando um comportamento concentragdo-dependente e estatisticamente significativo
em relacdo ao grupo controle. Em 13B, no ensaio do indice de sobrevivéncia, a molécula
2f apresentou reducdo da taxa de sobrevivéncia, principalmente na maior concentracao,

indicando diminuicdo da sobrevivéncia e efeito significativo.

A molécula 2i, demonstrada pela figura 14A, apresenta o ensaio de amastigota por
célula infectada, em que se observa diminuicdo relativa de amastigotas em relagdo ao
grupo controle, nos dois ensaios avaliados, no entanto, ndo ha diferenca estatistica entre
os dois grupos. Na figura 14B, observa-se reducdo na taxa de sobrevivéncia, indicando
efeito moderado em que as formas amastigotas foram eliminadas, principalmente na

menor concentracdo, em que esse efeito se potencializou (36,8%).

Em todos os tratamentos realizados, houve diminuicdo significativa,
principalmente na maoir concentracéo avaliada, em relagcdo ao grupo controle do nimero

de amastigotas/100 células infectadas no tempo de 24 horas.
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5.4 Analise de Citometria de Fluxo
5.4.1 Avaliagéo da integridade celular e perfil de morte

Para avaliacdo do perfil de morte, foram utilizados 7-AAD e Anexina V e 0
comportamento dos gates nos graficos de dotplot LL (inferior esquerdo), representada
pelas células viaveis, LR (inferior direito), representada pelas células em apoptose inicial,

UL (superior esquerdo), células em necrose e UR (superior direito), células em apoptose
tardia.

Figura 17: perfil de morte celular induzido pela molécula 2a em epimastigotas
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Legenda: Andlise estatistica foi feita por one-way ANOVA com teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov. *p<0,05 em relacdo ao controle. Ensaios de perfil de morte das formas epimastigotas da cepa Y
de T. cruzi usando 7-AAD e Anexina V-PE apds 24 horas de incubacdo. LL: células viaveis; LR: apoptose
inicial; UL: necrose; UR: apoptose tardia.

w? W

Os resultados indicam que a populacdo majoritaria do ensaio foi no quadrante LL,
indicando alta viabilidade celular, enquanto que ap0s o tratamento com a molécula 2a na
menor concentragdo (50 pM) observou leve dispersdo para a direita, com pequeno
aumento de UR e LR, com indicio de apoptose inicial e provavel inicio de externalizacdo
de fosfatidilserina. A dispersdo aumenta um pouco mais na maior concentracdo (100
pM), com maior ativacdo de morte celular e, consequentemente, aumento mais evidente
de morte, com provavel progressdao para apoptose tardia, 0 que sugere aumento

apoptaético progressivo de acordo com a dose.
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No ensaio com a molécula 2f, observa-se aumento um pouco mais proeminente de
celulas em Anexina+, com discreto aumento de apoptose tardia (UR). Na maior
concentracdo, essa progressao apoptotica se torna ainda mais evidente, com ativacdo de
morte celular, evidenciando um comportamento concentracao-dependente, o que sugere
que a molécula 2f pode estar atuando em vias envolvendo disfuncdo mitocondrial, uma
vez que ha progressdo para apoptose tardia, mas sem aumento expressivo de necrose.

Figura 18: perfil de morte celular induzido pela molécula 2f em epimastigotas.
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Legenda: Andlise estatistica foi feita por one-way ANOVA com teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov. *p<0,05 em relacdo ao controle. Ensaios de perfil de morte das formas epimastigotas da cepa Y
de T. cruzi usando 7-AAD e Anexina V-PE apds 24 horas de incubacdo. LL: células viaveis; LR: apoptose
inicial; UL: necrose; UR: apoptose tardia.

A molécula 2i induziu um leve deslocamento da populagdo para a direita, pelo
grafico em dotplot e no gréafico observa-se pequeno aumento em apoptose tardia (UR). A
maior concentracdo demonstra esse aumento ainda mais evidente da disperséo celular,
com ativacdo de morte celular, especialmente em apoptose tardia.
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Figura 19: perfil de morte celular induzido pela molécula 2i em epimastigotas
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Legenda: Analise estatistica foi feita por one-way ANOVA com teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov. *p<0,05 em relacdo ao controle. Ensaios de perfil de morte das formas epimastigotas da cepa Y
de T. cruzi usando 7-AAD e Anexina V-PE apds 24 horas de incubacdo. LL: células viaveis; LR: apoptose
inicial; UL: necrose; UR: apoptose tardia.

Em relacdo as populacdes e as moléculas de estudo, ambas apresentaram
marcacao significativa, especialmente para apoptose tardia ou dupla marcagéo (gate UR),
indicando que ambas as moléculas assumem o mesmo perfil discreto de apoptose tardia

Inecrose inicial, conforme demonstrado pelas figuras 15, 16 e 17.
5.4.2 Producéo de EROs

Os resultados da citometria de fluxo demonstram a curva controle, em preto, mais
a esquerda, com menor fluorescéncia de DCF, ou seja, baixa produgdo de EROs na
auséncia das moléculas em estudo. No entanto, as curvas de tratamento mudaram, por
exemplo, com a molécula 2a. Observou-se que nas duas concentracfes avaliadas (100
UM e 50 uM, nas cores verde claro e verde escuro, respectivamente), houve
deslocamento do pico um pouco mais a direita, o que significa aumento de fluorescéncia,
logo, mais EROs citoplasmaticas nas células, conforme figura 18:
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Figura 20: formas epimastigotas tratadas com a molécula 2a e marcadas com DCF
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Legenda: Analise de citometria de fluxo para a produgdo de EROs citoplasmaticas por epimastigotas
tratadas com a molécula 2a em 24h. Em (a), pelo histograma, a cor preta é observada como grupo CT; as
curvas em verde escuro e verde claro representam o comportamento das populagdes ap@s tratamento com a
molécula 2a, representada pelas concentragdes com 100 uM e 50 uM, respectivamente. Em (b), observa-se

0s tratamentos e o grupo controle em formato de barras.

Da mesma forma, ao analisar o histograma, observa-se que a molécula 2f também
apresentou deslocamento mais acentuado a direita, no entanto, ndo houve mudanca em
relagdo as concentragBes avaliadas. Esse deslocamento indica aumento de fluorescéncia,
com mais EROs citoplasmaticas nas células, mostrando maior estresse oxidativo. A

figura 19 mostra esse deslocamento acentuado.
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Figura 21: formas epimastigotas tratadas com a molécula 2f e marcadas com DCF
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Legenda: Analise de citometria de fluxo para a producdo de EROs citoplasmaticas por epimastigotas
tratadas com a molécula 2f em 24h. Em (a), pelo histograma, a cor preta é observada como grupo CT; as
curvas em verde escuro e verde claro representam o comportamento das populag@es ap@s tratamento com a
molécula 2f, representada pelas concentra¢des com 100 uM e 50 uM, respectivamente. Em (b), observa-se

o0s tratamentos e o grupo controle em formato de barras.

Igualmente, a molécula 2i também apresentou 0 mesmo comportamento, sendo
intensamente deslocada a direita, principalmente, em sua maior concentracdo,
representados pela coloracdo amarela. Logo, este ensaio indica que houve aumento de
fluorescéncia e, consequentemente, mais EROs formada no interior das células, indicando

maior estresse oxidativo.

Figura 22: formas epimastigotas tratadas com a molécula 2i e marcadas com DCF
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Legenda: Anélise de citometria de fluxo para a produgdo de EROs citoplasmaticas por epimastigotas
tratadas com a molécula 2i em 24h. Em (a), pelo histograma, a cor preta é observada como grupo CT; as
curvas em verde escuro e verde claro representam o comportamento das populagfes apds tratamento com a
molécula 2i, representada pelas concentragcdes com 100 pM e 50 puM, respectivamente. Em (b), observa-se
o0s tratamentos e o grupo controle em formato de barras.

5.4.3 Alteracdo no potencial transmembréanico mitocondrial

Este ensaio indica que quanto maior o potencial transmembranico mitocondrial
(A¥m), mais Rho123 é retida, ou seja, esse corante se acumula em mitocondrias ativas e
quanto maior € a fluorescéncia, maior é o desvio a direita. Uma vez que a molécula 2a foi
induzida, o seu A¥m cai, indicando dano mitocondrial, consequentemente, a Rho123 ndo
é retida, e por isso, h&d menor fluorescéncia, e maior desvio a esquerda.

Figura 23: efeito relativo da molécula 2a sobre 0 A¥m em epimastigotas de T. cruzi
marcadas com Rho123
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Legenda: A figura mostra o potencial transmembranico mitocondrial (A¥m) avaliado pela intensidade de
fluorescéncia relativa. A cor preta representa o grupo CT e as curvas em verde claro (meio) e verde escuro

(a esquerda) representam os grupos tratados com 50 uM e 100 uM da molécula 2a, respectivamente.

De igual modo, ap0s o tratamento com a molécula 2f, foi observado um pequeno
deslocamento a esquerda, comparado ao grupo controle, indicando um leve impacto

mitocondrial, de acordo com a figura 22.
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Figura 24: efeito relativo da molécula 2f sobre 0 A¥m em epimastigotas de T. cruzi

marcadas com Rho123

Maisa direita
—_—

Counts
30 60 90 120 150

=0
Qo =
o

104

Rho123

Legenda: A figura mostra o potencial transmembranico mitocondrial (AWm) avaliado pela intensidade de
fluorescéncia relativa. A cor preta representa o grupo CT e as curvas em verde claro (meio) e verde escuro

(a esquerda) representam os grupos tratados com 50 uM e 100 puM da molécula 2f, respectivamente.

Igualmente, a molécula 2i mostrou-se ser capaz de induzir uma maior perda de
potencial transmembranico mitocondrial, demonstrado pelo seu deslocamento a esquerda,
indicando que a molécula avaliada despolariza as mitocdndrias, de forma dose

dependente, conforme demonstrado pela figura 23.

Figura 25: efeito relativo da molécula 2i sobre 0 A¥m em epimastigotas de T. cruzi

marcadas com Rho123.
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Legenda: A figura mostra o potencial transmembranico mitocondrial (A¥m) avaliado pela intensidade de
fluorescéncia relativa. A cor preta representa o grupo CT e as curvas em verde claro (meio) e verde escuro

(a esquerda) representam os grupos tratados com 50 uM e 100 uM da molécula 2i, respectivamente.

5.5 Atividade Antioxidante e antiacetilcolinesterasica

Nos ensaios antioxidante, todas as amostras demonstraram a capacidade de inibir

os radicais.

Tabela 3. Atividade antioxidante e antiacetilcolinesterasica de amostras diversas.

ClsoDPPHe ClsoABTS e Clso AChE
Amosires (ng.mL™ (ng.mL™ (ng.mL™
BHT (Padréao) 10,25 + 0,02 10,67 + 0,08 -
Trolox (Padréo) 12,35+ 0,05 12,13 + 0,07 -
Galantamina (Padrao) - - 5,82 £ 0,02
Fisostigmina (Padréo) - - 6,68 + 0,08
bzn (Controle) 11,19 + 0,24 16,46 + 0,72 58,94 + 6,48
2f 10,49 + 0,37 12,10 + 0,43 58,19 + 22,32
2i 10,05+ 0,72 13,97 + 0,47 58,58 + 49,13
28 8,56 £ 0,99 17,98 + 0,75 18,87 + 0,30

ICso - concentrago inibitéria média; BHT - Butil-hidroxitolueno; Trolox - Acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico.

Os resultados obtidos indicam que as amostras exibiram uma elevada capacidade
de inibicdo do radical tanto para 0 ABTS como para 0 DPPH, este tendo maior destaque
para a amostra 2a com valores médios de concentracao inibitoria (ICso) de 8,56 + 0,99

ng.mL™, sendo mais ativo do que os antioxidantes comerciais BHT e Trolox.

Para a inibicdo da acetilcolinesterase, apenas a amostra 2a apresentou atividade de
inibicdo da enzima, sendo classificada como tendo uma alta inibi¢do, com 1Csode 18,87 +
0,30 pg.mL-1, mostrando ser um material promissor em estudos de inibicdo desta

enzima.
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5.6 Alteragdes morfologicas em epimastigotas por MEV

Figura 26: alteracdes ultraestruturais demonstradas nas formas epimastigotas com os controles e a molécula 2a

¢) Bzn (25 pM)

d) Bzn (50 pM) e) 2a (25 uM) f) 2a (50 M)

Legenda: figuras A e B mostram morfologia inalterada das formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi sem nenhum tratamento. Figura C e D, ap0s tratamento com o farmaco
de referéncia (bzn) e a molécula 2a (E e F).
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Figura 27: AlteracGes ultraestruturais demonstradas nas formas epimastigotas com as moléculas 2f e 2i

b) 2f (50 pM)

¢) 2i (25 uM) d) 2i (50 pM)

Legenda: Figuras A e B mostram morfologia alterada das formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi com o tratamento da molécula 2f. Figura C e D, mostram alteracdes
ultraestruturais apos tratamento com a molécula 2i.
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Nas analises do MEV, na figura 24A-B, observou-se parasitos controles, com o
comprimento adequado, com flagelos longos e visiveis, livres e preservados, corpo
celular alongado tipico e intacto em sua morfologia. Ainda na figura 24 (C e D), ap6s o0
tratamento com o farmaco Bzn, nas duas concentracbes (25 e 50 pM), observou-se
irregulares no corpo e cauda e poros de membrana (24-C), além de rugosidade de
membrana e espiculas na superficie celular (24-D).

Apo6s o tratamento com a molécula 2A na figura 24-E, é possivel observar
caracteristicas celulares alteradas, como integridade de membrana, com presenca de
pequenas vesiculas e leve rugosidade de membrana, possivel desorganizacao flagelar, no
entanto, menor dano estrutural. No entanto, na figura 24-F, se observa um maior dano,
com possivel colapso celular, com sinais claros de estresse celular ou lise. Além disso,
observa-se retracdo, perda ou fragmentacdo flagelar e encurtamento ou deformacdo na

forma celular.

Na figura 25A-B, ap0s o tratamento com a molécula 2f, nas duas concentracdes de
25 e 50 uM, se observam parasitos com morfologia geral alongada, com alteracdes
compativeis de estresse celular, como perda parcial do formato fusiforme tipico,
principalmente inchaco celular, rugosidades e depressdes de superficie, além de presenca
de possiveis detritos celulares ao redor das células, indicando possivel liberacdo de

conteddo intracelular.

Ainda que se observe alteracbes compativeis com dano estrutural nas moléculas
2a e 2f, a molécula 2i, nas duas concentracdes, foi capaz de colapsar quase que
totalmente a morfologia parasitaria, com alteracdes no corpo celular e perda evidente de
simetria. Além disso, o flagelo foi totalmente desconectado ou fragmentado, podendo

indicar comprometimento da integridade celular.

Apbs a realizagdo dos ensaios in vitro com as trés moléculas derivadas de
oxadiazol, e visando um maior afunilamento da molécula mais promissora para ensaios in
silico e in vivo, foi possivel selecionar a molécula 2a baseada em sua atividade
tripanocida e indice de seletividade observadas pelos ensaios iniciais. A molécula de
estudo selecionada destacou-se por ter mais eficacia, efeito dose e tempo dependente,

sendo, portanto, selecionada para os ensaios de toxicidade.
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5.7 Analise in silico: Redocking

A validacdo por redocking com a cruzaina e a molécula 2a revelou que a solugéo
com melhor classificagdo (Topl), de acordo com a pontuagdo da CNN, resultou em um
RMSD de 4,124 A e um valor de afinidade estimado de -5,64 kcal/mol. No entanto, a
segunda solucdo classificada (Top2), com uma afinidade de -5,12 kcal/mol, alcancou um
RMSD significativamente melhorado de 1,099 A, demonstrando a reprodugio bem-
sucedida da conformacéo de ligacdo nativa. Essa solucdo Top2 foi considerada adequada

para calculos adicionais de dindmica molecular.

Notavelmente, a estrutura cristalina 3KKU fornece duas conformacdes do ligante
B95: uma estendida e a outra dobrada. A solugdo obtida pelo ensaio de redocking
correspondeu a conformacéo dobrada, confirmando a confiabilidade do protocolo de
docking e das configuracbes de parametros. Esse resultado reforca a capacidade do
Gnina de prever com precisdo as conformac@es de ligacdo do ligante sob as condicgdes
computacionais estabelecidas e fornece confianga nos ensaios de docking subsequentes
da série de compostos.

Figura 28: Redocking do ligante nativo B95 na cruzaina.

Legenda: Demonstracdo da reproducdo bem-sucedida da conformacgdo de ligagdo nativa da cruzaina.
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5.7.1 Andlise e avaliacdo do docking

Tabela 4: Os valores de afinidade e CNN foram obtidos a partir dos ensaios de docking.

Molécula Afinidade intramol Pose CNN Afinidade
(kcal/mol) (kcal/mol) score CNN
B95 -5,64 -0,8 0,8686 5,961
24 -5,76 -0,23 0,8088 5,055

A molécula 2a apresentou desempenho favoravel em comparagdo com o ligante
cristolografico (B95), apresentando melhor afinidade por CNN mais baixo (5,055) do que
B95 (5,961), sugerindo que, mesmo com a classificacdo de pose otimizada, a rede neural
prevé interacOes de ligagdo mais fracas com base em caracteristicas estruturais 3D e que a

molécula testada possui potencial de interacdo com o sitio ativo da enzima.

Além disso, ofereceu afinidade de ligacdo aprimorada, mantendo uma alta
confianca na classificagdo de pose por CNN e evitando tensdo interna significativa,

tornando-o o candidato mais promissor para investigagéo adicional.

Em relacdo as analises das interacfes intermoleculares, a molécula 2a estebeleceu
ligagBes hidrofobicas favoraveis a estabilizacdo do complexo, se ligando aos residuos
Leu67, Leul60 e His162 (associada predominantemente a ancoragem de ligantes no sitio

catalitico da cruzaina), conforme demonstrado pela figura 29:

Figura 29: Mapas de interacdo para a molécula 2a calculados usando o PLIP WEB
(SALENTIN et al., 2015).
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Legenda: InteragGes hidrofébicas com Leu67 e Leul60, enquanto uma ligagdo de hidrogénio é formada

com His162. A pose foi obtida usando o software Gnina.
5.7.2 Andlises das previsdes do Servidor Boltz-2

O Servidor Boltz-2 considera apenas as sequéncias de proteinas e a sequéncia de
SMILES do ligante como informagdes de entrada, desconsiderando elementos estruturais
cruciais, como a presenca de cofatores e moléculas de &gua estruturais. Essa limitacéo
impediu o algoritmo de identificar a pose cristalografica como Otima, afetando

potencialmente as previsdes de afinidade de ligacéo.

Apesar das limitagdes apresentadas, a molécula 2a apresentou um perfil levemente
menos favoravel que a molécula B95 em todas as métricas avaliadas (ICso= 9567,53 nM,
AG = -6,85 kcal/mol, probabilidade = 23,14%), em contraste com os resultados obtidos

por acoplamento molecular usando o Gnina.

Tabela 5: Andlises das previsdes utilizando o Servidor Boltz-2

Molécula log(1Csp) Concentragéo oG Probabilidade
(nM) (calculado) de ligacéo
B95 0,2115 1627,42 -7,90 58,75%
2a 0,9808 9567,53 -6,85 23,14%

Legenda: PrevisGes da molécula 2a pelo Servidor Boltz-2 indicando baixa probabilidade de

ligacéo e 1Csqpredito elevado.
5.7.3 Analises de Dindmica Molecular (DM)

Apos as simulagdes de DM, foram avaliados a distribuicdo de clusters e os valores
de RMSD dos ligantes. A analise de cluster indicou que o ligante B95 apresentou 9
clusters, enquanto a molécula 2a apresentou apenas 1 cluster, com 100% de ocupacao,

indicando uma maior consisténcia conformacional do ligante.
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Tabela 6: Andlise de RMSD dos ligantes B95 e molécula em estudo (2a):

Compound # Clusters Occupancy #1 RMSD (Angstrom)
B95 9 66,07 6,6
28 1 100,00 1,0

Legenda: A anélise de RMSD das poses obtidas para o ligante B95 e a molécula 2a no sitio ativo

da cruzaina.

O valor de 1,0 A para o ligante 2a demonstra alta estabilidade conformacional,

com flutuacBes minimas em relacao ao sitio ativo.

Figura 30: Distribuicdo dos valores de RMSD de B95
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Legenda: Poses obtidas por docking para o ligante cristalografico B95, evidenciando agrupamentos

conformacionais no sitio ativo da cruzaina.
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Figura 31: Distribui¢do dos valores de RMSD da molécula 2a

Clusters

Cluster #

20000 40000 60000 80000
Time (ps)

Legenda: Poses obtidas por docking, indicando que a molécula 2a possui agrupamento conformacional no

sitio ativo da cruzaina.
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Figura 32: Efeito concentracdo-dependente na mortalidade, curva concentracdo-resposta e analise da sobrevivéncia da moléula 2a.
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Figura 33: Efeito concentragdo-dependente na mortalidade, curva concentragdo-resposta e analise da sobrevivéncia do Benznidazol.
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Os dados obtidos no ensaio com zebrafish mostram que a molécula 2a apresenta
um efeito dependente tanto da dose quanto do tempo de exposicdo. Conforme
demonstrado na figura 33A, nas concentragdes mais baixas (6,25 pUM) praticamente nao
h& mortalidade mesmo apo6s 72h, com discreto aumento de 10% em 96 horas, indicando
baixa toxicidade nessa faixa de concentragdo. Por outro lado, na concentracdo
intermediaria de 12,5 puM, observa-se um aumento progressivo gradual da mortalidade ao

longo do tempo, evidenciando efeito cumulativo de exposicao.

A partir de 25 UM, a toxicidade se torna evidente, com mortalidade superior a
80% ja nas primeiras 24 horas, mantendo-se elevada até 96h. Por outro lado, nas maiores
concentragfes (50 e 100 pM), a mortalidade atinge valores méaximos de 100%,
caracterizando um quadro de toxicidade aguda severa. Em contrapartida, 0os grupos
controle (agua e DMSO) apresentam baixa mortalidade, confirmando a validade e

confiabilidade dos resultados experimentais.

A figura 33B complementa esses achados ao demonstrar uma relacdo sigmoidal
entre o log da concentracdo e a mortalidade, indicando que ha um aumento da resposta
bioldgica a partir de um determinado limiar de concentragdo. Com base nessa anélise, foi
determinado um valor de LCsy = 14,56 uM, indicando que concentracdes relativamente

baixas ja sdo suficientes para provocar efeito letal em 50% dos embrides.

De forma a complementar, a figura 33C evidenciando um comportamento inverso
ao da mortalidade. Observa-se que ha uma acentuada queda na taxa de sobrevivéncia a
medida que ha aumento da concentragdo, com uma redugdo mais critica a partir de 12,5
1M, consolidando o perfil toxico da molécula 2a.

De maneira semelhante, os resultados apresentados na figura 34A evidenciam que
o farmaco Bzn também apresenta um perfil de toxicidade dependente da dose. Nas
concentracdes de 6,25 UM, a mortalidade é praticamente inexistente, enquanto em 12,5
MM, se observa um aumento progressivo ao longo tempo. A partir da dose de 25 uM,
ocorre um aumento abrupto da mortalidade em 24 horas, que se mantém elevado até 96
horas. Assim como observado para a molécula 2a, nas maiores concentracées (50 e 100
K1M), a mortalidade atinge 100% em todos os tempos experimentais, caracterizando uma

toxicidade aguda significativa.
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Na figura 34B, a curva dose-resposta apresenta um padrdo sigmoidal, indicando
uma forte relacdo entre 0 aumento da concentracdo e mortalidade embrionaria. A partir
dessa analise, foi estimada o valor de LCs de aproxidamente 14,70 uM, muito proximo
ao observado para a molécula 2a, sugerindo perfil toxicoldgico semelhante entre ambos.
Por fim, a figura 34C demonstra a taxa de sobrevivéncia dos embrides, evidenciando uma
reducdo progressiva da viabilidade conforme o0 aumento da concentracdo. Essa queda se
torna mais acentuada a partir de 12,5 pM, corroborando o padrao observado nos dados de

mortalidade.
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DISCUSSAO

Recentemente, estudos tém investigado a atividade de derivados sintéticos de
1,2,4-oxadiazol contra linhagens de células tumorais, bem como seus possiveis
mecanismos imunomediados, por meio de uma revisdo sistematica (MENDES ARAUJO
et al., 2023). Além disso, esssas moléculas tiveram seus efeitos antitumorais e
imunomoduladores avaliados em células de melanoma, assim como suas atividades
leishmanicidas e tripanocidas in vitro (ROCHA et al., 2022; PINHEIRO et al., 2025).
Nesse contexto, visando ampliar a investigacdo de novas moléculas antiparasitarias,
particularmente contra o Trypanosoma cruzi, foram realizadas nessa pesquisa avaliagdes

bioldgicas de trés derivados contendo o nucleo de 1,2,4-oxadiazol.

Na literatura, compostos heterociclicos, especialmente os 1,2,4-oxadiazol, séo
reconhecidos como farmacoforos relevantes no desenvolvimento de novos farmacos
(BIERNACKI et al., 2020). Esse heterociclico nitrogenado de cinco membros apresenta
ampla diversidade de atividades farmacologicas, sendo objeto de estudo em diferentes
areas cientificas, incluindo a industria farmacéutica. Entre essas atividades, destacam-se
propriedades antifingicas (YU et al., 2005), antivirais (NAM et al., 2022),
anticonvulsivantes (MOHAMMADI-KHANAPOSHTANI et al., 2019) e antibacterianas
(FREJAT et al., 2022).

Nesse sentido, diversos estudos vém explorando as atividades biologicas dos
derivados de 1,2,4-oxadiazol, incluindo seus efeitos antiparasitarios. Barbosa et al.,
(2024) descreveram esses efeitos por meio de abordagens in silico, in vitro e in vivo,
desmontrando  atividade biolégica promissora contra Leishmania infantum.
Paralelamente, a literatura destaca as limitacGes terapéuticas no tratamento da Doenca de
Chagas (DC) com Benznidazol ou Nifurtimox, como os desafios na busca por novas
opcOes terapéuticas ou no reposicionamento de farmacos ja aprovados (KAISER et al.,
2015).

Para exemplificar, um derivado de 1,3,4-oxadiazol-2-il benzamida demonstrou
inibir a enzima fungica esterol 14a-desmetilase (CYP51) de T. cruzi, promovendo
alteracOes estruturais e no crescimento do parasito, além de aumenta a sobrevida e induzir

cura parasitoldgica em camundongos BALB/c tratados com 25mg/kg (VILLALTA et al.,
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2013). Compostos que atuam na via de biossintese de esterdis, especialmente a CYP51,
tém sido amplamente investigados (GUEDES-DA-SILVA et al., 2019).

Em outro estudo, andlogos dessa classe, associados ao benznidazol, resultaram em
cura parasitolégica em até 70% dos camundongos Swiiss, com efeito potencializado
frente a cepas resistentes. Adicionalmente, De Oliveira et al., (2018), avaliaram a
atividade antitumoral de derivados 3,5-dissubstituidos de 1,2,4-oxadiazol, demonstrando
atividade antiproliferativa contra trés linhagens de cancer de célon (HCT), prostata (PC-

3) e glioblastoma (SNB-19), além de citotoxica de baixa a moderada.

No presente estudo, os derivados 2a, 2f e 2i foram sintetizados por irradiacdo
assistida  micro-ondas, a partir de uma solucdo de arilamidoximas e
diciclohexilcarbodiimida. Essas moléculas apresentam nucleo 1,2,4-oxadiazol-5-amina,
com substitui¢do por grupo N-ciclohexil, o que aumenta sua lipofilicidade. Modificagdes
estruturais, especialmente no anel aromatico, podem favorecer interacbes com sitios

ativos de enzimas alvo, influenciando poténcia e seletividade (DE SOUSA et al., 2019).

Apesar dos avangos, ainda ha lacunas no conhecimento sobre esses compostos e
seu potencial terapéutico contra a doenca de Chagas. Neste estudo, os derivados foram
avaliados nas trés formas evolutivas de T. cruzi, além de seus efeitos citotoxicos em
células hospedeiras. A cepa Y de T. cruzi foi utilizada devido a sua alta infectividade in
vitro e por sua resisténcia parcial ao benznidazol, sendo amplamente empregada como
modelo de experimental (SYKES; KENNEDY & AVERY, 2023; FRANCO et al., 2019).

Inicialmente, a citotoxicidade foi avaliada em células LLC-MK2 por ensaio MTT
permitindo o célculo da CC50. Esse modelo € amplamente utilizado na triagem de
compostos tripanocidas devido a sua susceptibilidade de infec¢do e facilidade de cultivo
(DURAN-REHBEIN et al., 2014; BELTRAN-HORTELANO et al., 2022).

Beltrano-Hortelano et al., (2022) e Borba-Santos et al., (2020) realizaram o ensaio
de citotoxicidade utilizando o método MTT, levando em consideracdo que a seletividade
entre o parasito T. cruzi e as células do hospedeiro representam um dos principais
desafios terapéuticos. Nesse contexto, os resultados demonstraram que as moléculas 2f e
2i apresentaram maior citotoxicidade, enquanto a 2a foi menos téxica. O bzn apresentou

CC50 de 59,1 uM, compativel com toxicidade moderada, possivelmente associada a
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geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) apds bioativagdo do grupo
nitroimidazol (TELLEZ et al., 2019).

Os valores de CC50 para 2f foi de 14 uM e da 2i de 25,7 uM podem ser
explicados por suas caracteristicas estruturais, como a presenca de grupos trifluorometil
(-CF3) e fluor (-F), respectivamente, que aumentam a lipofilicidade e reatividade,
favorecendo a interacdo com membranas e organelas celulares (LIU et al., 2021). A
caracteristica estrutural da molécula 2f permite com que haja penetragdo na membrana
celular, afetando organelas sensiveis e causando morte celular, além disso, a molécula 2i
pode impactar as propriedades farmacocinéticas e interacGes indesejadas (ZAINAB et al.,
2025).

Por outro lado, a molécula 2a apresentou maior CC50 221 puM, sugerindo menor
toxicidade, possivelmente relacionada a sua estrutura menos reativa. A presenca de um
substituinte cicloexil confere um carater hidrofobico, além de aumentar a massa e
lipofilicidade. Esses atributos podem diminuir a capacidade de cobertura celular e a
camada protetora contra alvos citotdxicos, resultado, assim, aumento da CC50 (YANG et
al., 2021). Estes efeitos citotdxicos sdo relevantes para analisar o perfil de segurancga
celular entre os derivados testados, podendo indicar que alteracdes estruturais entre as
moléculas afetam diretamente a interacdo, ou a falta dela, com as células do hospedeiro,

sinalizando uma menor ou maior tolerabilidade celular.

Estudos recentes demonstraram que um conjunto de derivados de pirazol-
imidazolina também apresentou baixa toxicidade, com valores de CC50 superiores a 100
UM. Ademais, ha evidéncias na literatura que investigam a relacdo entre caracteristicas
estruturais e os perfis de bioatividade e toxicidade desses compostos (DE OLIVEIRA et
al., 2025). Nesse contexto, a toxicidade para as células hospedeiras também foi avaliada
no presente estudo, por meio da determinacdo da concentracdo capaz de reduzir em 50%
a viabilidade celular (CC50). No entanto, € importante destacar que o ensaio de MTT
avalia a atividade metabdlica mitocondrial, ndo sendo capaz de distinguir os diferentes

mecanismos de morte celular envolvidos.

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que os derivados avaliados exibem
perfis distintos de citotoxicidade. A molécula 2a apresentou o menor efeito citotdxico,

seguida pela molécula 2i, enquanto a molécula 2f demonstrou maior impacto na
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viabilidade celular. Esses achados sugerem que pequenas variagdes estruturais entre 0s
compostos influenciam diretamente sua interacdo com componentes celulares, refletindo
em diferentes niveis de citotoxicidade. Posteriomente, foram conduzidos experimentos
com as formas epimastigotas, apesar de ndo estar presente diretamente no hospedeiro
humano, ela desempenha um papel essencial no ciclo biol6égico do parasito, sendo
responsavel por sua multiplicacdo no vetor triatomineo e pela posterior diferenciacdo em
tripomastigotas metaciciclicos, formas infectantes (BRENER, 1973; KOLLIEN &
SCHAUB, 2000).

As formas epimastigotas sdo amplamente utilizadas em ensaios in vitro devido a
sua facilidade de cultivo, rapido crescimento e estabilidade experimental. Por essa razéo,
constituem um modelo triagens iniciais de compostos com potencial atividade
tripanocida. Além disso, oferece insights relevantes sobre metabolismo, divisédo celular e
resposta a agentes quimicos (SANA; ROSSI & RAMIREZ, 2025). Nesse cenario, 0S
derivados de oxadiazol foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir o crescimento
das formas epimastigotas nas diferentes concentragcbes testadas. Os resultados
demonstraram um efeito dependente da dose, caracterizado por aumento progressivo da

taxa de morte parasitaria com o aumento da concentracao.

Resultados semelhantes foram descritos por Pitasse-Santos & Colaboradores
(2022), que compilaram uma série de derivados de 1,2,4 oxadiazol com atividade
bioldgica contra T. cruzi e L. amazonensis. No entanto, esses autores ndo evidenciaram
padrdo concentracdo-resposta linear nos parametros avaliados. No presente estudo, 0s
ensaios foram conduzidos em periodos de incubacdo de 24h e 48h, uma vez que
evidéncias recentes indicam que periodos mais prolongados, como o de 72h podem
introduzir varidveis experimentais, como deplecdo de nutrientes e alteracbes no
microambiente de cultivo, interferindo na interpretacdo dos resultados (ARIAS; PEREZ
& GARAVITO, 2025).

Destaca-se ainda que as formas tripomastigotas e amastigotas derivadas da
infeccdo de células LLC-MK2 apresentam alta capacidade de infecgdo, internalizacéo e
liberacdo de novas formas parasitarias, constituindo um modelo robusto para avaliagdo da
atividade antiparasitaria (ZINGALES et al., 1982). Nos experimentos realizados neste
trabalho, as formas tripomastigotas foram avaliadas ap0s 24 horas de exposicéo,

considerando que se trata de formas ndo replicativas em cultivo, o que favorece a
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observacdo de efeitos diretos dos compostos sobre a viabilidade e motilidade do
parasito (MACLEAN et al., 2018). Os resultados demonstraram que as concentragdes
letais médicas (LCsp) foram de 14.2 uM (2a), 6.6 pM (2f) e 2.6 uM (2i), evidenciando

atividade tripanocida relevante em curto periodo de exposicao.

Esses valores sdo consistentes com dados da literatura, nos quais derivados de
oxadiazol apresentaram LCsgna faixa micromolar (9.5-3.5 uM), enquanto o Benznidazol
apresentou LCsode 11.3 pM (DOS SANTOS FILHO et al., 2012), corroborando o
potencial bioldgico desses compostos. Em seguida, foi calculado o indice de seletividade
(IS), parametro que expressa a relacdo entre a toxicidade para células hospedeiras e
atividade antiparasitaria. De modo geral, quanto maior o IS, maior a seletividade dessa
molécula pelo parasito (HUGGINS; SHERMAN & TIDOR, 2012; LICA et al., 2021). Os
resultados indicaram que, com excecdo da molécula 2f, as moléculas 2a e 2i apresentaram
valores de IS relevantes (5,8, 15 e 9,8, respectivamente), sugerindo maior seguranca e

potencial terapéutico.

A atividade dos derivados também foi avaliada nas formas amastigotas
intracelulares, que representam a fase replicativa do parasito no hospedeiro vertebrado e
estdo diretamente associadas a patogénese da doenca. Essas formas se multiplicam por
divisdo binaria, contribuindo para danos celulares, inflamacéo e fibrose tecidual (DE
ARAUJO, 2019). Logo, a replicacdo de amastigotas in vitro comeca rapidamente apés a
invasdo. Por isso, os protocolos de triagem de drogas e bioensaios costumam padronizar o
periodo de incubacdo em 24 horas, o que é suficiente para identificar variacdes na

resposta ao tratamento (LEY et al., 1988).

Nos ensaios realizados, foram analisados dois pardmetros principais: ndmero
médio de amastigotas por célula infectada e o indice de sobrevivéncia (%). Esses
parametros permitem diferenciar, respectivamente, os efeitos sobre a carga parasitaria
intracelular e sobre a viabilidade do parasito. Os resultados neste estudo demonstraram
que a molécula 2a promoveu reducdo no numero de amastigotas por célula, tanto na
concentracéo de 30 pM quanto em 60 puM, sendo este efeito mais pronunciado na maior
concentragdo. Esse achado € relvante, considerando que a redugdo da carga parasitaria
intracelular impacta diretamente a persisténcia da infeccdo (FERRI & EDREIRA, 2021).

Em contrapartida, no ensaio de sobrevivéncia, observou-se que o0s valores permaneceram
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elevados (60,7% e 52,3%), enquanto 0s grupos controle apresentaram cerca de 100% de

sobrevivéncia.

Uma meta-anélise recente demonstrou que a eficicia do benznidazol pode variar
significativamente nas formas amastigotas, dependendo do tempo de incubacdo e da
linhagem de T. cruzi, sugerindo que o estado replicativo influencia a sensibilidade ao
tratamento  (JAYAWARDHANA et al.,, 2023). Além disso, mecanismos como
quiescéncia parasitaria e adaptacdo ao estresse podem contribuir para a persisténcia do
parasito em condic@es in vitro (DUMOULIN & BURLEIGH, 2018; WAD et al., 2020),

reforcando a necessidade do desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

A molécula 2f também demonstrou atividade antiparasitaria relevante contra
amastigotas intracelulares, com reducéo significativa tanto na carga parasitaria quanto na
taxa de sobrevivéncia, de forma dependente da concentracdo. Os valores de reducéo
observados foram de 67,7% e 56,9%, nas concentracGes de 30 e 60 UM, respectivamente,
enguanto o bzn apresentou reducdo de aproxidamente 80%. Por sua vez, a molécula 2i
apresentou o perfil mais potente entre as moléculas avaliadas, promovendo reducédo
expressiva no nimero de amastigotas por célula infectada e na taxa de sobrevivéncia,
com valores de 36,8% e 54,5% nas concentracdes de 30 e 60 M, respectivamente. Esses

dados indicam um efeito intriseco relevante sobre o parasito intracelular.

Em contraste, o bzn apresentou efeito mais discreto nas condi¢cdes experimentais
avaliadas, sugerindo dependéncia de maior tempo de exposicdo para maxima eficacia,
conforme descrito na literatura (MEJIA et al., 2012; VELA et al., 2021). Os derivados de
oxadiazol avaliados apresentam um nucleo contendo grupo hidrazida modificado (-NH-
NH-R) associado ao anel oxadiazol. Essa configuracdo estrutural sugere que esses
compostos podem atuar como protonoforos, promovendo o transporte de protons através
da membrana mitocondrial interna, levando desacoplamento da fosforilagdo oxidativa
(CHILDRESS et al., 2020). Esse mecanismo pode explicar, a0 menos em parte, os efeitos

observados sobre viabilidade do parasito.

Posteriormente, o ensaio de citometria de fluxo foi realizado para avaliar os
diferentes perfis de morte. A literatura indica que o T. cruzi exibe caracteristicas de morte
celular semelhantes a apoptose. 1sso ocorre porque o T. cruzi ndo possui caspazes, COMO

as ceélulas animais, o que resulta em vias alternativas de morte celular regulada (CORIA-
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PAREDES; WILKINS-RODRIGUEZ & GUTIERREZ-KOBEH, 2025). Ainda
assim, frequentemente se utilizam marcadores associados a apoptose, como a exposi¢ao
de fosfatidilserina e a fragmentacdo do DNA, avaliados por Anexina V e 7-AAD, mesmo
que 0s mecanismos bioquimicos em T. cruzi ndo sejam idénticos aos de células animais
(SARASTE & PULKKI, 2000).

Nesse sentido, as analises de dot plot demonstraram que o grupo controle foi
formado predominantemente por células viaveis, localizadas no quadrante LL,
caracterizadas pela auséncia de marcacdo para Anexina V e 7-AAD, indicando a
confiabilidade do controle negativo do ensaio. Em relacdo a molécula 2a, nas
concentracdes de 50 uM e 100 puM, observou-se um leve deslocamento populacional,
com aumento de marca¢do compativel com apoptose tardia, sugerindo possivel indugéo
de necrose. Esse achado é consistente com o estudo de Lachhab & Colaboradores (2022),
que demonstraram que andlogos de pirimidina e 1,3,4-oxadiazol induziram
significativamente apoptose inicial e tardia em células cancerigenas ap6s 24 horas de

tratamento.

De forma semelhante, outro estudo envolvendo duas novas séries de derivados de
oxadiazol também demonstrou modulacdo dos mecanismos apopdticos em células HepG-
2, mostrando apoptose tardia e alteracdes na expressao de proteinas pré e anti apoptoticas
(SERAG et al., 2022). E provavel que a exposicdo de fosfatidilserina esteja associada a
esses processos de morte celular, uma vez que a Anexina V é um marcador sensivel ndo
apenas para a apoptose, mas também para eventos de necrose (VERMES et al., 1995).
Ainda nas analises de citometria de fluxo, as moléculas 2f e 2i induziram um perfil de
morte celular com caracteristicas de apoptose tardia em epimastigotas de T. cruzi. Essa
caracteristica foi evidenciada pelo aumento da populacdo no quadrante UR e reforcada
pela analise em dot plot, demonstrando um efeito dependente de concentragéo, sobretudo

em 100 uM, com aumento das populagcdes Anexina V+ e 7AAD+.

Nos ensaios de citometria de fluxo, foi utilizada a sonda DCF-DA (diacetato de
diclorodihidrofluoresceina), amplamente empregada para quantificar espécies reativas de
oxigénio (EROs) no citoplasma. Para que esse processo ocorra, as moléculas em estudo
devem penetrar na célula, onde sdo convertidas por esterases em DCFH, a forma reduzida
de 2'-7'-diclorofluoresceina. Essa forma reduzida é entdo oxidada por EROs em DCF, um

composto com alta fluorescéncia. Assim, quanto maior a fluorescéncia emitida por DCF,
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maior 0 acumulo de EROs intracelulares. Observou-se, nos histogramas, que a populacéo
tratada com a molécula 2a apresentou deslocamento para a direita, indicando aumento na
producdo de EROs ou desequilibrio redox intracelular. Entretanto, apesar das variacdes
no deslocamento, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as duas
concentragfes analisadas, sugerindo possivel saturacdo do efeito pré-oxidante. Em
contraste, as moléculas 2f e 2i promoveram aumento significativo da producdo de EROs
citoplasmatica nas concentracGes de 50 uM e 100 uM, evidenciando efeito pro-oxidante

mais pronunciado.

Os resultados obtidos por citometria com avaliacdo da despolarizacdo do potencial
de membrana mitocondrial reforcam esse cenario. Os dados indicam que protonéforos
utilizam o gradiente de pH mitocondrial para mover prétons do espago intermembranar
para a matriz mitocondrial (KENWOOD et al., 2015). Esse fluxo eletroquimico atraves
de membrana interna compromete a atividade da enzima ATP sintase, reduzindo a sintese
de ATP e, consequentemente, o metabolismo energético. Para compensar essa perda, as
mitocdndrias aumentam sua taxa metabdlica, o que pode comprometer o equilibrio

energético do parasito e contribuir para a morte celular (MURRAY et al., 2023).

Esses efeitos podem estar relacionados as caracteristicas estruturais das moléculas
avaliadas, que possivelmente interagem diretamente com a membrana mitocondrial.
Dessa forma, a modulacdo do fluxo de prétons pode influenciar diretamente a producgédo
de EROs (KHAILOVA et al., 2019). A producéo exacerbada de EROs pode desencadear
peroxidacdo lipidica das membranas celulares, induzindo processos de apoptose ou
apoptose tardia (SU et al., 2019), como demonstrado nos ensaios de citometria de fluxo.
Estudos anteriores envolvendo T. cruzi também associaram niveis elevados de EROs
relacionados a danos oxidativos e a sinalizagdo de morte celular, sugerindo uma relacéo
direta a morte do parasito. O estudo de Pedrosa et al., (2001) demonstraram que o bzn
provoca danos teciduais ao parasito; no entanto, esse farmaco ndo promoveu o aumento

de EROs na presenga de T. cruzi.

H4& evidéncias na literatura de que o bzn atua sobre o T. cruzi por meio da reducao
de seu grupo nitro, mediada por enzimas nitroredutases do tipo I (WILKINSON et al.,
2008). Esse processo gera adutos de glioxal toxicos para o DNA, sugerindo que o efeito
antiparasitario do bzn ndo esta diretamente associado a geracdo de EROs (HALL &

WILKINSON, 2012). Por outro lado, algumas pesquisam apontam que baixas
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concentragdes de EROs podem favorecer a sobrevivéncia e o crescimento
intracelular de parasitos. Nesse contexto, 0 ambiente oxidativo, por si sO, pode estimular
diretamente o crescimento de T. cruzi, embora 0 excesso de estresse oxidativo leve a
formacdo de lesdes no DNA, que podem levar a instabilidade gendmica e,
consequentemente, morte celular (AGUIAR et al., 2013; FREIRE et al., 2017; PAIVA,
MEDEI & BOZZA, 2018).

Ainda por meio da citometria de fluxo, utilizou-se o corante lipofilico Rodamina
123 (ou Rho123), que possui a capacidade de se acumular seletivamente na matriz
mitocondrial de acordo com 0 potencial transmembranico mitocondrial (A¥m). Assim,
quanto maior o acimulo de Rho123, maior o sinal de fluorescéncia, refletindo um maior
ndmero de mitocondrias de membrana preservado (BARACCA et al., 2003). De forma
inversa, a reducdo desse acumulo resulta em diminuicdo da intensidade de fluorescéncia,

sendo um indicativo de despolarizacao mitocondrial.

Os resultados neste estudo demonstraram que a molécula 2a promoveu uma
reducdo consideravel na intensidade média de fluorescéncia em comparacdo ao grupo
controle. Esse efeito foi evidenciado pelo deslocamento do pico de fluorescéncia para a
esquerda, sugerindo perda de A¥Ym. A diminuicdo de A¥m observada pode estar
associada a permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna, resultando em um
processo de morte celular com caracteristicas semelhantes a apoptose. Esse achado
corrobora com a hip6tese de que derivados de oxidazol possuem essa capacidade de
modular fungdes mitocondriais (SHI et al., 2021).

De forma semelhante, as moléculas 2f e 2i também foram avaliadas por citometria
de fluxo utilizando Rho123. Observou-se que em ambas as concentrac@es testadas, houve
um deslocamento da distribuicdo de fluorescéncia para a esquerda em relagcdo ao grupo
controle, sugerindo despolarizacdo mitocondrial. Este comportamento indica reducdo do
A¥m, o qual é amplamento descrito na literatura, como por exemplo, em modelos
experimentais com os derivados de oxadiazol em modelos tumorais, que demonstraram
efeitos semelhantes, evidenciando a capacidade dessas moléculas em modular a funcéo

mitocondrial e promover apoptose nessas células (SALEM et al., 2025).

No contexto de T. cruzi, observou-se que a producdo de EROs é um processo
regulado por sistemas antioxidantes, incluindo tanto componentes enzimaticos quanto

ndo enzimaticos, como a tripanotiona redutase e a glutationa. Esse equilibrio redox
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depende ndo apenas do estado funcional da mitocdndria, mas também do transporte de
moléculas através da membrana celular (PAIVA et al., 2012). Além disso, avaliou-se a
capacidade antioxidante das moléculas por meio dos ensaios de DPPH e ABTS,
utilizando os antioxidantes BHT e Trolox como controle. Embora esses testes fornecam
informagdes relevantes sobre o potencial antioxidante quimico das moléculas, é
importante destacar que tais resultados ndo necessariamente refletem seu comportamento

em sistemas bioldgicos complexos.

Um estudo que desenvolveu uma série de novos compostos de tiadiazol
substituidos biologicamente ativos e compostos de oxadiazol, demonstrou que esses
derivados apresentam elevada atividade antioxidante. No referido trabalho, os compostos
apresentaram maior capacidade de sequestro de radicais livres em relagdo ao padrdo de
referéncia, utilizando o método DPPH, além de apresentarem interacdo com proteinas-
alvo como a CYP51 (KHADRI et al., 2020). De forma semelhante, outro estudo com
novos derivados de 1,3,4 oxadiazol também demonstrou atividade antioxidante relevante,
com um valor de ICsode 2,2 pg/mL. Sob uma perspectiva bioldgica, essa atividade
observada é especialmente relevante, uma vez que o T. cruzi depende de um sistema
redox — baseado principalmente na tripanotiona redutase e enzimas associadas — para

suportar o estresse oxidativo gerado pelo hospedeiro (NAZARBAHJAT et al., 2016).

Neste estudo, a molécula 2a apresentou o melhor desempenho no ensaio de
DPPH, sendo sugerida como uma doadora de hidrogénio, provavelmente devido a
conjugacdo aromatica e a presenca de grupos NH em sua estrutura. No entanto, sua
atividade foi limitada no teste de ABTS, possivelmente devido a menor solubilidade ou a
menor eficiéncia na doacdo de elétrons em meio aquoso (BECKER et al., 2019). Por
outro lado, a molécula 2f exibiu um perfil antioxidante mais estavel, demonstrando maior
eficacia no ensaio ABTS, provavelmente devido a presenca do grupo trifluorometil, que
aumenta sua polaridade. De forma semelhante, a molécula 2i também apresentou melhor
desempenho no sistema ABTS, indicando que o0s substituintes estruturais desses
compostos influenciam diretamente sua capacidade antioxidante, a depender do tipo de
radical envolvido e das propriedades fisico-quimicas da molécula (KHALAF et al.,
2025).

Essas observagbGes corroboram com a literatura, que aponta que a atividade

antioxidante de compostos heterociclicos pode variar conforme a natureza do radical .
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envolvido e as propriedades fisico-quimicas das moléculas (MIHAILOVIC et al.,
2017). Além disso, os compostos avaliados demonstraram elevada capacidade de
sequestro do radical ABTS e de reducdo do ion férrico. Embora as moléculas analisadas
neste estudo tenham exibido atividade antioxidade em sistemas quimicos, também foram
capazes de interagir com as células de T. cruzi, promovendo aumento da producgdo
intracelular de EROs, desequilibrio redox e despolarizagdo mitocondrial. Esses resultados
sugerem que, no ambiente celular, tais moléculas podem interferir no equilibrio redox do

parasito, possivelmente afetando processos associados a cadeia respiratoria.

Portanto, essa dualidade de resultados evidencia a diferenca entre o
comportamento quimico de uma molécula em ensaios in vitro e seus efeitos bioldgicos,
que dependem de fatores como transporte celular, bioacumulacdo e interacdo com
sistemas redox intracelulares. Esses achados reforcam o papel do estresse oxidativo
mitocondrial como um dos mecanismos importantes envolvidos na atividade
antiparasitaria observada. Além disso, a avaliacdo da inibicdo de acetilcolinesterase
demonstrou que a molécula 2a apresentou desempenho superior em comparacdo aos
controles, incluindo o bzn e as demais moléculas analisadas. Embora o T. cruzi ndo
possua um sistema colinérgico funcional semelhante ao de mamiferos, o parasito
apresenta colina e acetilcolina associadas a membrana (BARNADAS-CARCELLER et
al., 2023). Assim, a inibicdo da formacdo de colina pdde ser investigada utilizando
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE).

No que diz respeito a ultraesturura de T. cruzi, estudos indicam que o parasito
necessita de esterdis especificos em todos os estagios do seu ciclo celular, os quais séo
fundamentais para sua viabilidade e proliferacdo. A via de biossintese desses esterois €,
portanto, essencial para o parasito, uma vez que este ndo consegue sobreviver apenas a
partir do colesterol do hospedeiro (CHEN et al., 2010). Nesse contexto, T. cruzi é
particularmente sensivel a inibidores da enzima 14a-desmetilase (CYP51), responsavel
pela conversdo de lanosterol em ergosterol. A inibicdo dessa via resulta em alteragdes
estruturais de varias organelas, desencadeando efeitos citotoxicos. Com base nisso, a
microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada para avaliar os efeitos das

moléculas em estudo (2a, 2f e 2i) nas concentracdes de 25 e 50 pM.

O MEV tem sido amplamente utilizado desde sua primeira aplicacdo em 1954 por

Meyer & Porter, para analisar a morfologia de T. cruzi em suas formas de vida livre, pois
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permite observar alteragdes estruturais decorrentes da exposi¢do a compostos bioativos.
As formas epimastigotas sdo comumente utilizadas nesse tipo de andlise, pois podem ser
cultivadas in vitro, gerando um numero suficiente de células para avaliagdo morfologica
(SOUZA et al., 2009). Aléem disso, as formas epimastigotas apresentam morfologia bem
definida e maior resisténcia aos processamentos fixagdo e preparagdo para o MEV, ao
contrario das formas tripomastigotas, que possuem estrutura mais delicada e sdo mais
suscetiveis a danos durante as etapas de processamento (DE SOUZA; ALCANTARA &
CUNHA E SILVA, 2020).

Peron & Colaboradores (2017), ao analisarem epimastigotas tratados com
diferentes compostos e com bzn, relataram alteracbes na membrana, redugéo do volume
celular, arredondamento do parasito e auséncia do flagelo. De forma semelhante, no
presente estudo, o tratamento com o farmaco de referéncia levou a alteragdes
morfologicas progressivas, incluindo irregularidades no corpo e na regido flagelar,
rugosidade da superficie e formagdo de espiculas na membrana, indicando danos

estruturais severos e morte celular.

Quando as células foram tratadas com a molécula 2a, observou-se um efeito ainda
mais pronunciado, resultando na completa perda da integridade morfoldgica na
concentracdo de 50 uM. Esse efeito pode estar relacionado a inducdo de estresse
oxidativo ou disfuncdo metabodlica, que levam a morte celular. Curiosamente, Mihailovic
& Colaboradores (2017), ja haviam sugerido que derivados de oxadiazol podem interagir
com membranas e proteinas. De maneira semelhante, o tratamento com a molécula 2f
resultou em alteracdes significativas, com o surgimento de poros ou canais de membrana
dos epimastigotas, possivelmente decorrentes da interacdo com componentes lipidicos ou
proteicos do parasito. Na concentracdo de 25 UM, as células apresentaram morfologia
expandida, enquanto na concentracdo de 50 M observou-se um colapso quase completo
da estrutura celular. Achados semelhantes foram relatados por Santos et al., (2012) que
observaram formacdo de poros em T. cruzi ap6s o tratamento com os analogos de

oxadiazol e tiazolidinonas, associando esse efieto a interacdo com ergosterol.

Por fim, a molécula 2i demonstrou efeito citotoxico mais intenso entre 0s
compostos avaliados. As células apresentaram sinais evidentes de ruptura e destruicao
quase completa da estrutura celular, sugerindo mecanismos letais. Menna-Barreto et al.,

(2009) relatoaram que alteracfes na membrana associadas a disfuncdo mitocondrial e a
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peroxidacdo lipidica induzida por analégos de oxadiazol resultam em
desorganizacdo mitocondrial, aumento da producdo de EROs e danos oxidativos. Assim,
esses achados sugerem que os derivados de oxadiazol neste estudo tenham interferido na
via de biossintese de esterdis, afetando a composicéo lipidica do parasito. Essa hipotese é
reforcada pelas alteracdes observadas, como rugosidade da superficie celular, formacéao

de poros e arredondamento celular.

Apos a realizacdo de todos os ensaios in vitro e a andlise dos resultados obtidos,
constatou-se que a molécula 2f apresentou um perfil intermerdiario de atividade
tripanocida, embora com baixo indice de seletividade. Por sua vez, a molécula 2i
demonstrou maior poténcia terapéutica; entretanto, exibiu também maior toxicidade em
comparagdo com a molécula 2a. Nesse contexto, a molécula 2a destacou-se como uma
candidata promissora para dar continuidade dos estudos, especialmente em analises in
silico e ensaios in vivo utilizando o modelo de toxicidade com Zebrafish por reunir

melhor eficacia e seletividade in vitro.

As andlises in silico correspondem ao uso de métodos computacionais e modelos
matematicos que permitem simular fenémenos biol6gicos e quimicos, constituindo
ferramentas estratégicas para a investigacdo do comportamento de moléculas bioativas
(ALDOSSARY et al., 2024). Embora relevantes, tais abordagens ndo substituem os
estudos experimentais in vitro e in vivo, devendo ser compreendidas como ferramentas
complementares e integradas ao processo do desenvolvimento farmacéutico (MARQUES
et al., 2024).

Nesse contexto, foi fundamental avaliar o desempenho da molécula selecionada
(2a) frente ao alvo cruzaina por meio de ensaios in silico. A cruzaina € uma cisteina
protease pertencente a familia das peptidases, com propriedades Unicas em seu sitio ativo,
sendo expressas ao longo de todo o ciclo de vida dos tripanossomatideos (DUSCHAK &
COUTO, 2009). Além de sua importancia nas trés formas de vida do parasito, essa
enzima desempenha fungdes essenciais em processos celulares, como nutricdo,
reproducdo, invasdo de células hospedeiras e evasdo do sistema imunologico,
configurando-se como alvo chave para o desenvolvimento de farmacos inibidores
(FERREIRA & ANDRICOPULDO, 2017).

Nos ensaios de validacdo do protocolo, realizados por meio de redocking com o

alvo cruzaina utilizando o software Gnina, a molécula 2a apresentou afinidade de ligacao
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comparavel ao ligante cristalografico B95. Observou-se, inclusive, uma energia
ligeiramente mais favoravel que o ligante, no entanto, foi observada pequena diferenca
frente as funcdes de pontuacdo (TROTT & OLSON, 2010). A cruzaina possui sete
subsitios responsaveis de ligacbes de aminoacidos — S1, S2, S3, S4, S1°, S2” e S3’
(BELTRAN-HORTELANO et al., 2022). No presente estudo, entretanto, os subsitios S1
e S2 mostraram-se mais relevantes, possivelmente devido sua menor exposicdo ao

solvente, 0 que contribui para maior especificidade de interagéo.

No ensaio de interacfes ndo covalentes entre proteinas e ligantes em estrutura 3D,
realizado por meio do servico web PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler), a
molécula em estudo estabeleceu interagGes hidrofébicas no subdominio S2, envolvendo
os residuos Leu67 e Leul60. De acordo com Salas-Sarduy & Colaboradores (2017), esse
tipo de interacdo € critico para acomodacdo de porcBes hidrofébicas do ligante,
influenciando a poténcia parasitaria. No entanto, a predicéo realizada pelo servidor Boltz-
2 indicou baixa probabilidade de ligacdo para a molécula 2a. Esse resultado pode ser
explicado pelo fato de que tais ferramentas utilizam apenas sequéncia de proteinas e a
representacdo SMILES do ligante como entrada, desconsiderando elementos estruturais
cruciais, como a presenca de cofatores e moléculas de agua estruturais (PASSARO et al.,
2025). Essa limitagdo compromete o algoritmo de identificar a pose cristalogréafica
adequada, impactando, potencialmente, as previsoes de afinidade de ligacéo.

Apos as andlises in silico, foram realizados ensaios in vivo com o objetivo de
determinar o perfil de toxicidade aguda da molécula. Esse tipo de abordagem surgiu na
ciéncia como um modelo valioso em estudos de toxicidade e descoberta de farmacos,
sobretudo devido a vantagens como alta fecundidade, facilidade de manipulacédo genética
e menor custo operacional (PARTHASARATHY et al., 2025). Além disso, esse modelo
apresenta boa previsibilidade toxicol6gica em comparacdo com outros sistemas mais
complexos, funcionando como um elo entre 0s ensaios iniciais in vitro e testes em
mamiferos, possibilitando uma triagem mais rapida e precoce de potenciais efeitos
adversos (CASSAR et al., 2019).

Os resultados demonstraram que a molécula 2a apresentou toxicidade embrionaria
dependente da dose, com valores de LCs, variando entre 14 e 15 uM. O valor obtido
(14,56 puM) sugere uma toxicidade moderada, evidenciada pela faixa de concentracédo

relativamente estreita entre concentragdes sem efeito aparente (inferiores a 6,25 uM) e
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niveis associados a letalidade significativa (superiores a 12,5 uM). ensaios
comparativos utilizando Zebrafish com benznidazol e a molécula 2a também foram
realizados. A molécula 2a apresentou maior toxicidade em embrides de Danio rerio.
Embora o bzn tenha exibido o perfil dose-dependente esperado, com ICso de 14,7 UM e
aumento de mortalidade em concentraces mais elevadas, a molécula 2a induziu
mortalidade em concentracBes intermediarias, indicando um potencial citotoxico mais
pronunciado. Mesmo quando administrada em associacdo com bzn, a LCsy manteve-se
semelhante, sugerindo que o ndcleo quimico da molécula 2a desempenha papel central na
toxicidade observada, enquanto o bzn, nessa mesma condi¢do, pode contribuir de forma

secundéria para a letalidade aguda.

Adicionalmente, os resultados conduzidos por Yang & Colaboradores (2021)
indicam que os derivados de 1,2,4-oxadiazol frequentemente apresentam toxicidade
embrionaria em zebrafish. Cabe destacar que muitos efeitos da interacdo entre farmacos e
sistemas bioldgicos dependem de processos metabdlicos ativos. Contudo, os embrides
apresentam capacidade metabdlica restrita, além de variacbes nas vias de
biotransformacao, o que pode justificar a auséncia de interaces observadas nesse modelo
experimental (ALI; MIL & RICHARDSON, 2011).
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos foram capazes de identificar que os derivados analisados
apresentaram atividade antiparasitaria contra as trés formas evolutivas de T. cruzi,
embora com perfis de citotoxicidade e seletividade distintos. Além disso, 0 mecanismo
de acdo estava relacionado, em grande parte, a disfungdo mitocondrial, ao desequilibrio
redox e processos apoptdticos. A molécula 2a se destacou por sua melhor atividade
antiparasitaria in vitro, justificando a avaliagio em modelo in silico e in vivo. As
predicdes demonstraram por redocking que a molécula selecionada possuia encaixe
plausivel no sitio ativo da cruzaina e interacdes hidrofébicas importantes, embora
apresente limitacfes a sua funcdo de pontuacdo. A estabilidade causada pelo complexo
cruzaina-2a também foi importante, uma vez que a molécula em estudo permeneceu em
sua Unica conformacédo ao longo de toda a simulacdo. Nos testes in vivo, a molécula 2a
apresentou toxicidade embrionaria aguda dose-dependente. Esses resultados fornecem
informacgdes importantes sobre janela terapéutica e necessidade de estratégias de
otimizacdo e sistemas de liberacdo controlada. Novos ensaios in vivo em modelos
murinos de infeccdo precisam ser realizados, bem como a necessidade de alvos
moleculares mais especificos. Por isso, sdo necessarios mais estudos para entender como
a covariancia da toxicidade em zebrafish é afetada por elementos como absorcao,
metabolismo e mecanismos de toxicidade. O proximo passo pode ser diminuir a
exposi¢do do organismo-modelo & molécula e aumentar sua entrega ao local de agdo
sitio-dirigido por meio de estratégias de liberagdo controlada, como as nanoparticulas
estruturadas, a fim de se otimizar a biodisponibilidade do composto estudado.
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