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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é uma antropozoonose comum na América Latina, causada
pelo agente protozoério flagelado Trypanosoma cruzi. Trata-se de uma doenca infecciosa
negligenciada, que representa uma ameaca para areas consideradas ndo endémicas. A
doenca apresenta fases clinicas aguda e crénica, com complicagBes cardiacas e
gastrointestinais graves. Ha apenas dois farmacos disponiveis para o tratamento
etiologico, Benznidazol (BZN) e Nifurtimox, com eventos adversos frequentes, altas
taxas de descontinuacdo e sdo pouco eficazes na terapia, fazendo necessaria a busca por
novas substancias com atividade tripanocida. As chalconas sdo substancias naturais,
sintéticas ou semissintéticas, que apresentam diversas propriedades bioldgicas, dentre
elas, a atividade tripanocida. Portanto, sdo promissoras na pesquisa de atividade
antichagéasica. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade
tripanocida da (2E,4E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona
(CPNC) e os seus mecanismos de acdo. Para isso, a citotoxicidade em células hospedeiras
LLC-MK2 foi realizada por meio do ensaio de reducdo do MTT. A partir disso foi
estimada a concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% das células (CCso). Em
seguida, formas epimastigotas e tripomastigotas foram incubadas com crescentes
concentragcdes de CPNC. O percentual de parasitos viaveis foi determinado por contagem
em camara de Neubauer. Os valores de viabilidade foram usados para calcular a
concentracdo capaz de inibir a proliferacdo de 50% de epimastigotas (ICso) e a
concentracdo capaz de matar 50% dos tripomastigotas (LCso). O indice de seletividade
(IS) foi calculado pela razdo CCso/LCso. O efeito antiamastigota foi avaliado em células
LLC-MK?2 infectadas, por determinacéo do percentual de células infectadas e no nimero
de amastigotas no interior de 100 células. Os mecanismos de morte celular foram
investigados quanto ao percentual de células necroticas e apoptéticas pela marcagdo com
7-AAD e anexina V-PE, a producédo citoplasmatica de espécies reativas de oxigénio
(EROs) por DCFH,-DA e a alteracdo no potencial transmembranico mitocondrial (A%¥'m)
por rodamina 123 (Rho123). Por fim, simulac¢6es de docking molecular foram realizadas
para avaliacdo da interacdo tedrica de CPNC com as enzimas tripanotiona redutase e
cruzaina. CPNC causou efeito citotoxico em células hospedeiras nas concentracdes entre
62,5 e 1000 pM, com CCsp = 355,5 £ 45,9 uM. Além disso, foi capaz de inibir a
proliferacdo de epimastigotas em todas as concentracdes testadas nos trés tempos, com
ICs0/24h = 39,9 + 4,2 uM; ICs0/48h = 48,5 + 3,7 UM; e ICso/72h = 37,8 £ 3,5 uM. Em
formas tripomastigotas, foi eficaz em todas as concentragdes, com LCso = 48,3 £ 13,4
MM, tendo obtido IS = 7,36. Quanto ao efeito antiamastigota, houve diminui¢do da
quantidade de células infectadas e de numero de amastigotas/100 células. Os ensaios de
citometria de fluxo demonstraram que o tratamento com CPNC causou perda na
integridade da membrana, producéo de EROs e redu¢do do A¥m. Nos ensaios de docking
molecular, foi observado que CPNC interagiu com regides dos sitios cataliticos das duas
enzimas testadas, o que pode auxiliar no entendimento dos mecanismos de acdo da
molécula sobre Trypanosoma cruzi. Em conclusdo, CPNC apresentou efeito
antiparasitario sobre T. cruzi, o que a torna promissora para o desenvolvimento de novos
farmacos antichagasicos.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; doenga de Chagas; chalconas; docking molecular.



ABSTRACT

Chagas disease (CD) is a common anthropozoonosis in Latin America, caused by the
hemoflagellate protozoan agent Trypanosoma cruzi. It is a neglected infectious disease
that represents a threat to areas considered non-endemic. The disease has acute and
chronic clinical phases, with serious cardiac and gastrointestinal complications. There are
only two drugs available for etiological treatment, Benznidazole (BZN) and Nifurtimox,
which have adverse events, high discontinuation rates and are not very effective in
therapy, making it necessary to search for new substances with trypanocidal activity.
Chalcones are natural, synthetic or semisynthetic substances that have several biological
properties, including trypanocidal activity. Therefore, they are promising for researching
antichagasic activity. Therefore, the objective of the present work was to evaluate the
trypanocidal activity of (2E,4E)-1-(2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)-5-phenylpenta-
2,4-dien-1-one (CPNC) and its mechanisms of action. For this, cytotoxicity in LLC-MK2
host cells was performed using the MTT reduction assay. From this, a concentration
capable of inhibiting the growth of 50% of cells (CC50) was estimated. Then,
epimastigotes and trypomastigotes were incubated with increasing concentrations of
CPNC. The percentage of viable parasites was determined by counting in a Neubauer
chamber. Guideline values were used to calculate the concentration capable of inhibiting
50% control of epimastigotes (IC50) and the concentration capable of killing 50% of
trypomastigotes (LC50). The selectivity index (SI) was calculated by the ratio
CC50/LC50. The anti-mastigote effect was evaluated in LLC-MK2-infected cells by
determining the percentage of infected cells and the number of amastigotes within 100
cells. The mechanisms of cell death were investigated regarding the percentage of
necrotic and apoptotic cells by labeling with 7-AAD and annexin V-PE, the cytoplasmic
production of reactive oxygen species (ROS) by DCFH2-DA, and the change in
mitochondrial transmembrane potential ( A¥m ) by rhodamine 123 (Rho123). Finally,
molecular docking simulations were performed to evaluate the theoretical interaction of
CPNC with the enzymes trypanothione reductase and cruzin. CPNC caused a cytotoxic
effect on host cells at concentrations between 62.5 and 1000 uM, with CC50 = 355.5 +
45.9 uM. Furthermore, it was able to inhibit the protection of epimastigotes at all
concentrations tested in the three times, with 1C50/24h = 39.9 £ 4.2 uM; IC50/48h = 48.5
+ 3.7 uM; and IC50/72h = 37.8 = 3.5 uM. In trypomastigote forms, it was effective at all
concentrations, with LC50 = 48.3 + 13.4 uM, obtaining IS = 7.36. As for the anti-
mastigote effect, there was a decrease in the number of infected cells and the number of
amastigotes/100 cells. Flow cytometry assays showed that CPNC treatment caused loss
of membrane integrity, ROS production, and a reduction in AYm. In molecular docking
tests, it was observed that CPNC interacted with regions of the catalytic sites of the two
enzymes tested, which may help in understanding the mechanisms of action of the
molecule on Trypanosoma cruzi. In conclusion, CPNC showed an antiparasitic effect on
T. cruzi, which is promising for the development of new antichagasic drugs.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; chalcones; molecular docking.
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1 INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) ou Tripanossomiase Americana é uma antropozoonose,
uma infeccdo parasitiria, comum no continente americano, causada pelo agente
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. A doenca recebeu este nome apos ter sido
identificada e descrita pelo cientista brasileiro Dr. Carlos Chagas (PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018). Carlos Chagas encontrou 0s primeiros vestigios da espécie
Trypanosoma em um sagui, em 1908. Posteriormente, analisou insetos hemato6fagos,
conhecidos popularmente como barbeiros, e encontrou formas epimastigotas nestes
insetos. Em abril de 1909, documentou um caso de infeccdo em uma crianca, que
apresentava os sintomas clinicos da doenca (CHAGAS, 1909; KROPF; SA, 2009).

Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas em todo 0 mundo estejam infectadas com
o T. cruzi. A DC ¢ encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises
continentais da América Latina, onde é transmitida principalmente quando humanos
entram em contato com fezes e/ou urina de insetos vetores infectados. A DC ja esteve
inteiramente confinada a regido das Américas, porém, nas ultimas décadas, o padrdo
epidemiolégico da doenca passou de uma doenca rural para uma doenca
predominantemente urbana, principalmente devido a mobilidade da populacéo,
urbanizacdo e migracdo. Como consequéncia, um ndmero crescente de casos foi
detectado no Canadéa e nos Estados Unidos da América, e em muitos paises europeus e
alguns africanos, do Mediterraneo Oriental e do Pacifico Ocidental (Figura 1) (WHO,
2022).

O CDC (Centros de Controle e Prevencdo de Doengas) estima que existem mais
de 300.000 pessoas infectadas nos Estados Unidos. A maioria dessas pessoas foram
infectadas na América Latina, onde a doenca de Chagas é encontrada. Embora existam
insetos vetores nos Estados Unidos, apenas alguns casos de DC por contato com os insetos
foram documentados neste pais (CDC, 2022). A principal forma de transmissdo nesses
locais ocorre Devido ao alto nimero de pessoas que permanecem sem diagndstico ou sem
tratamento, combinado com as &reas com transmisséo ativa remanescente, estima-se que

75 milhGes de pessoas estejam em risco de infec¢do (WHO, 2022).
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Figura 1 - Distribuic8o global de casos de doenca de Chagas

0606
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® <000 [ Nodata available

@ 900-89999 [ Not applicable o ‘JL
@ 0000-899999 ._///
. 2900 000

Fonte: WHO (2013).

No Brasil, estima-se que 4,6 milhdes de pessoas estejam infectadas por T. cruzi,
com maior prevaléncia nas regides Norte e Nordeste, principalmente nos estados do Piaui
e do Para. Este ultimo é responsavel pela maior quantidade de casos agudo da DC,
principalmente por via oral, através do consumo de produtos naturais como os derivados
de acai, jucara e bacaba (MARTINS-MELO et al., 2014). No estado do Ceara, 962
individuos foram infectados entre os anos de 2015 e 2019, dentre esses 430 foram dbitos
(COVEP, 2021).

As acles de controle vetorial e transfusional a partir da década de 1970,
promoveram alteracdo do quadro epidemiolégico da DC no Brasil. Entretanto, o risco de
transmisséo vetorial da doenca persiste em funcdo da existéncia de espécies de insetos
vetores com elevado potencial de colonizacdo, da presenca de reservatorios de T. cruzi e
da aproximacdo cada vez mais frequente das populagdes humanas a esses ambientes.
Soma-se a esse quadro a ocorréncia de casos e surtos por transmissao oral pela ingestdo
de alimentos contaminados (caldo de cana, agai, bacaba, entre outros). Reflexo disso € a
elevada carga de mortalidade por DC no pais, que representa uma das quatro maiores
causas de mortes por doengas infecciosas e parasitarias nos ultimos anos (BRASIL,
2019).
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A maioria dos individuos infectados vive em paises latino-americanos e a maior
parte da transmiss@o se deve a exposi¢do ao vetor em habitacGes precarias em areas de
grande pobreza. A DC é uma doenca infecciosa, negligenciada e que representa uma
ameaca para areas consideradas ndo endémicas (GARCIA et al., 2015). Dentre as formas
de negligéncia estdo o desconhecimento de profissionais e gestores de saude e de
comunidades acerca das condi¢6es de risco e identificagdo de novos casos de DC, levando
ao diagnostico tardio e tratamento inadequado, aumentando a probabilidade de

desenvolvimento de formas graves da doenca (BRASIL, 2022).

Os mecanismos de transmissdo da doenca podem ocorrer de forma priméaria ou
secundaria. Os mecanismos primarios envolvem a transmissdo vetorial, transfusdo de
sangue, transmissdo oral, placentaria ou congénita e através do canal de parto no momento
do nascimento. Mecanismos secundarios sdo considerados menos frequentes, como
acidentes de laborat6rio, manipulacdo de animais infectados, ingestdo de carne crua de
animais infectados, transplantes de érgdos de doadores infectados e transmissao sexual
(COURA, 2014). Dentre as formas de transmissdo, a mais comum € a transmissao
vetorial, que ocorre através do contato do homem (hospedeiro definitivo) com o
excremento do inseto barbeiro hemiptero hematdfago (hospedeiro intermediario),
chamado de triatomineo, pertencentes a subfamilia Triatominae, da familia Reduviidae.
Os géneros importantes no contexto médico sdo Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius.
Dentre esses, se destacam as espécies T. infestans, T. brasiliensis, T. sordida e P. megistus
(SHERLOCK, 2000) (Figura 2).
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Figura 2 - Espécies de triatomineos importantes no contexto médico

Triatoma infestans Triatoma brasiliensis Triatoma sordida Panstrongylus megistus

Fonte: JURBERG et al. (2014).

1.2 Trypanosoma cruzi: ciclo de vida

O protozoario Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico causador da doenca de
Chagas. E um flagelado que pertence filo Protozoa, classe Zoomastigophora, da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, caracterizado pela existéncia de um Unico
flagelo e do cinetoplasto, uma organela contendo DNA e localizada na mitocondria. Em
seu ciclo, o T. cruzi apresenta trés formas evolutivas (Figura 3), as quais sdo identificadas
morfologicamente pela posicdo do cinetoplasto com relacdo ao nucleo da célula e a
emergéncia do flagelo. No tripomastigota (estagio infectante do parasito) o cinetoplasto
situa-se na parte posterior do flagelado e o flagelo emerge da chamada bolsa flagelar, de
localizagdo proxima ao cinetoplasto; nos epimastigotas (formas de multiplicagcdo do
parasito no vetor ou em cultura) o cinetoplasto e a bolsa flagelar estdo em posicao anterior
ao nucleo; por fim, os amastigotas (estagios evolutivos que se multiplicam dentro das
células hospedeiras) sdo organismos arredondados que apresentam inconspicuos flagelos
(BRENER, 1997).
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Figura 3 - Formas evolutivas de Trypanosoma cruzi

Epimastigota

Tripomastigota

Fonte: DE FREITAS et al. (2019).

A interacdo entre o parasito e o hospedeiro vertebrado depende da acdo de
receptores presentes na membrana dos organismos. Na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado, o T. cruzi é encontrado na forma tripomastigota, que é infectante e pode
invadir diferentes tipos celulares (SOUZA, 2002). Tripomastigotas sdo ubiqlitarios e
invadem inimeras células, mas apresenta uma interacdo peculiar com macréfagos.
Epimastigotas fagocitados por macréfagos sao destruidos, ao passo que tripomastigotas
sdo interiorizados e cumprem o ciclo evolutivo. No entanto, quando os macrofagos estdo
ativados, processa-se também a destruicdo dos parasitos. Dessa forma, macrofagos
podem agir como células hospedeiras ou no controle da proliferacdo do parasito. A
interiorizacdo dos tripomastigotas em macréfagos ocorre por fagocitose. A penetracao
nas demais células ocorre por endocitose, que culmina na formacdo intracelular de um
vacuolo fagocitario, no qual esta contido o parasito. Os tripomastigotas transformam-se
em amastigotas e somente iniciam sua multiplicacéo na célula apds escaparem do vacuolo

fagocitario e passarem ao citosol (BRENER, 1997).

O ciclo de vida do T. cruzi, normalmente alterna o parasitismo entre um
hospedeiro vertebrado, incluindo 0 homem e outras espécies de mamiferos, como animais
domeésticos (cées, gatos, porcos, entre outros) e animais silvestres (roedores, tatu, gamba,

macacos); e um hospedeiro invertebrado, que € o inseto vetor hematdfago (triatomineo).
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O ciclo do parasito (Figura 4) se inicia por meio do triatomineo infectado. Durante o
repasto sanguineo, o inseto hemat6fago deposita suas fezes sobre o hospedeiro,
contaminadas com as formas tripomastigotas metaciclicas (formas infectantes) do
parasito previamente alojadas em seu intestino posterior. Ao cocar o local da picada, o
hospedeiro permite a entrada das formas infectantes, que encontram a corrente sanguinea
e buscam células hospedeiras nucleadas como macréfagos, células epiteliais e
cardiomiocitos. Depois de se ligar as células hospedeiras, os tripomastigotas séo
internalizados em um compartimento delimitado por membrana conhecido como vacuolo
parasitéforo, do qual eles subsequentemente escapam e se diferenciam em amastigotas,
dando inicio a sua fase replicativa no hospedeiro vertebrado, que se proliferam por divisao
binaria. Apds a replicacdo, ocorre novamente a diferenciagcdo para tripomastigota, que
causam a lise da célula infectada. Com a ruptura da membrana plasmatica, 0s
tripomastigotas sdo liberados na corrente sanguinea e infectam novas células, dando
continuacdo ao ciclo infectante do hospedeiro. Quando o triatomineo ndo infectado
realiza um repasto sanguineo em um mamifero infectado, os tripomastigotas sanguineos
atingem o aparelho digestivo do inseto, onde se diferenciam em formas epimastigotas,
que se multiplicam na regido distal do intestino e apds a replicacdo sofrem o processo de
metaciclogénese no intestino posterior, gerando formas tripomastigotas metaciclicas,
cumprindo um novo ciclo de infeccdo no hospedeiro vertebrado ainda néo infectado
(FERNANDES; ANDREWS, 2012).
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Figura 4 - Ciclo evolutivo de Trypanosoma cruzi

Estagio no triatomineo Estagio no mamifero

S

o

Legenda: Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi mostrando as diferentes formas evolutivas do parasito nos
hospedeiros vertebrado e invertebrado. Em (1) no repasto sanguineo o triatomineo libera as fezes e urina
com as formas tripomastigotas metaciclicas, que penetram na lesdo ou mucosas como a conjuntiva; (2)
Tripomastigotas metaciclicos penetram em diversos tipos de células e transformam- se em amastigotas; (3)
Amastigotas multiplicam-se em células de tecidos infectados, e transformam-se em tripomastigotas, ocorre
lise da célula parasitada e liberacdo de tripomastigotas no sangue, os quais podem infectar outras células,
tranformar-se em amastigotas intracelulares em novos locais de infec¢do, manifestagBes clinicas podem
resultar desse ciclo infectivo; (4) Amastigotas intracelulares transformam-se em tripomastigotas e sdo
liberados na corrente sanguinea; (5) Repasto sanguineo (tripomastigotas sanguineos sao adquiridos); (6)
Transforma-se em epimastigotas; (7) Ocorre multiplicagdo das formas epimastigotas no intestino médio do
triatomineo; (8) As formas epimastigotas transformam-se em tripomastigotas metaciclicos, os quais podem

ser transmitidos em um novo repasto sanguineo.

Fonte: adaptada de CDC (2022).

1.3 Fisiopatologia da doenca de Chagas

A DC apresenta duas fases clinicas distintas: a fase aguda e a fase cronica.
A fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi dura cerca de 4-8 semanas, e a fase cronica persiste
por toda a vida do hospedeiro (FERNANDES; ANDREWS, 2012). A fase aguda pode
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ser assintomatica em 90% dos casos, sintomatica e, em casos muito raros, fatais. Durante
esta fase, um grande nimero de parasitos estdo presentes na corrente sanguinea. Quando
ocorrem 0s sintomas, sdo febre, mal-estar, astenia, linfonodos aumentados e
hepatoesplenomegalia. No entanto, essas manifestacdes agudas da doenca se resolvem
espontaneamente em cerca de 90% dos individuos infectados (FERNANDES;
ANDREWS, 2012; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; RASSI; RASSI; MARIN-
NETO, 2010).

Em casos de infeccdo vetorial, apresentam os sinais de porta de entrada do T.
cruzi: quando o parasito penetra a pele lesionada, ocasiona erupcdo cutanea e edema
chamado de chagoma de inoculacdo; quando a pessoa coga a lesdo da picada e leva a
méos aos olhos, o parasito penetra a mucosa ocular, causando edema palpebral chamado
de sinal de Romafia. Esses sinais aparecem de 4 a 10 dias ap0s a picada e desaparecem
espontaneamente em cerca de 1 a 2 meses (FERNANDES; ANDREWS, 2012).

A partir de 2 meses de infec¢do, a parasitemia tende a cair e a infeccdo entra numa
forma cronica indeterminada ou assintomatica. Essa forma apresenta parasitemia baixa,
porém com exames parasitolégicos e sorolégicos positivos e pode permanecer por
periodos longos, de 10 a 30 anos apds a infec¢do ou pode evoluir para a forma crénica
simtomética ou determinada. E caracterizada por graves complicacdes cardiacas,
digestivas ou cardiodigestivas, que geralmente se desenvolvem de 10 a 30 anos apds a
infeccdo inicial. A forma grave de cardiomiopatia da fase cronica da DC leva a
insuficiéncia cardiaca e é a principal causa de morte por insuficiéncia cardiaca em areas
endémicas do América latina (FERNANDES; ANDREWS, 2012; GUARNER, 2019).

Como a infec¢do clinica por T. cruzi causa sintomas minimos ou é assintomatica,
ha um problema de subdiagndstico, entdo o paciente dificilmente é diagnosticado e quase
nunca é tratado. Ao longo de 1 a 2 meses, a imunidade celular se desenvolve; 0s sintomas
melhoram e a carga parasitaria diminui. Na fase cronica, 0s parasitos permanecem na
musculatura do trato gastrointestinal e do miocardio por anos, desenvolvendo uma
resposta imune cronica, que esta associada & morte por doenca cardiaca de longo prazo
em 20 a 30% dos pacientes ou, menos frequentemente, prejudica a motilidade

gastrointestinal cronicamente (MILLS, 2020).

O diagnédstico de doenca na fase aguda é realizado de forma direta, por

visualizagdo microscopica de tripomastigotas no sangue e, ocasionalmente, em outros



24

fluidos corporais, como liquido cefalorraquidiano. Os parasitos podem ser observados
através de um simples exame de sangue fresco ou esfregago sanguineo corado com
Giemsa. Outros métodos, como de concentracdo como microhematocrito e 0s meétodos
parasitologicos indiretos como PCR, sdo Uteis para o diagndtico. Como a parasitemia é
baixa e intermitente na doenca crénica, 0 acompanhamento parasitologico direto e
métodos de diagnostico baseados em PCR se tornam pouco confidveis. Portanto, o
diagndstico depende de testes soroldgicos através da deteccdo de anticorpos IgG contra o
T. cruzi (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

1.4 Tratamento farmacologico da doenca de Chagas

O objetivo do tratamento é erradicar o parasito (tratamento etiol6gico) e direcionar
0s sinais e sintomas da doenca. Desde o final dos anos 1960 até o inicio dos anos 1970,
dois farmacos nitroheterociclicas estdo disponiveis para o tratamento etiolégico da
doenca de  Chagas: um  nitrofurano,  nifurtimox  (Nfx)  [3-metil-
4(nitrofurfurilidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-tiozina-1,1-diéxido] e um nitroimidazol,
benznidazol (BZN) [N-benzil2 nitroimidazol acetamida]. Ambos os farmacos foram
associados a alta eficacia terapéutica na fase aguda da infec¢do, enquanto a eficacia do
tratamento etiolégico permanece discutivel na fase cronica. A eficacia desses compostos
nitroheterociclicos € melhor para as formas extracelulares de T. cruzi presentes na fase
aguda do que as formas intracelulares que causam a doenca cronica (CALDAS;
SANTOS; NOVAES, 2019; CASTRO; DEMECCA; BARTEL, 2006).

O tratamento etiolgico é fortemente recomendado para todos os casos de
infeccdo aguda, congénita e reativada, para todas as criancas com infeccdo e para
pacientes até 18 anos de idade com doenca cronica. O tratamento medicamentoso deve
ser oferecido a adultos até 50 anos de idade, sem cardiopatia chagasica avancada. Por
outro lado, é contra-indicado durante a gravidez e em pacientes com insuficiéncia renal
ou hepética grave, e ndo é indicado a pacientes com cardiopatia chagésica avancada ou
megaes6fago com comprometimento da degluticdo (RASSI; RASSI; MARIN-NETO,
2010). A terapia tripanocida com benznidazol em pacientes em fase crbnica, com
cardiomiopatia chagasica estabelecida reduziu significativamente a deteccao de parasitos
séricos, mas ndo reduziu a deterioracdo clinica cardiaca ao longo de 5 anos de
acompanhamento (MORILLO et al., 2015).
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Os efeitos colaterais indesejaveis desses dois farmacos sdo uma grande
desvantagem em seu uso, o que frequentemente forcam a interromper o tratamento
(CALDAS; SANTOS; NOVAES, 2019). O nifurtimox foi o primeiro farmaco utilizado
e € administrado por via oral por 60-90 dias. A frequéncia de efeitos adversos com
nifurtimox é 43 a 97,5%. Os mais comuns sdo anorexia, perda de peso, distarbios
neuroldgicos (irritabilidade, insénia, desorientacdo, alteracdes de humor, parestesias, e
neuropatia periférica), manifestacdes digestivas como nauseas e vOmitos e,
ocasionalmente, febre e erupcéo cutanea. O tratamento é interrompido em 75% dos casos
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Dessa forma, benznidazol é o farmaco de escolha para o tratamento de DC, pelo
seu melhor perfil de tolerabilidade, penetracdo tecidual e disponibilidade. O BZN foi
adotado globalmente como tratamento de primeira linha, incluindo o Brasil, por ser mais
toleravel quanto as reacdes adversas, quando comparadas com o Nifurtimox. Porém,
devido as reacdes adversas e aos longos periodos de tratamento, tém sido associado com
baixa taxa de adesdo, dificultando a avaliacdo das respostas ao tratamento. Um estudo
associou a ocorréncia de reacdes adversas em pacientes que faziam uso de BZN para
tratamento de DC, onde as reagdes dermatoldgicas predominaram (prurido, nausea,
reacdo alérgica ndo especificada, exantema). Outras reagdes, incluindo anorexia,
ansiedade, dispneia, taquicardia, infeccdo, pré-sincope, visdo turva, artralgia e edema
foram relatadas (GONTIJO et al., 2020).

O benznidazol tem atividade consideravel durante a fase inicial da infeccéo por T.
cruzi: a cura soroldgica € alcancado em até 100% dos pacientes com doenca tratada
durante o primeiro ano de vida e em 76% dos pacientes com doenca aguda. Na fase
crénica, as taxas de cura sdo muito mais baixas: 60-93% em criancas até 13 anos de idade
e 2-40% em adultos com doenca cronica tardia. Os efeitos adversos mais comuns
envolvem hipersensibilidade, principalmente na forma de erupcao cuténea, intolerancia
digestiva e sintomas como anorexia, astenia, cefaléia e disturbios do sono. Neuropatia e
depressdo de medula 6ssea séo considerados raros. O tratamento é descontinuado em 9-
30% dos casos (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Quanto ao mecanismo de acdo do benznidazol, este se trata de um pro-farmaco,
que exerce seus efeitos tripanocidas apds ativacdo enzimatica por nitroredutases
tripanossémicas tipo | (NTRs), um grupo de enzimas insensiveis ao oxigénio expressas

em parasitos protozodrios. No processo de bioativacdo, é gerado um produto,
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hidroxilamina, que é convertida em dialdeido glioxal, um produto altamente reativo que
forma complexos moleculares a partir de ligacdes covalentes com DNA, RNA, proteinas
e tidis de baixo peso molecular (por exemplo, tripanotiona redutase). Isso interfere sintese
de novos filamentos de &cidos nucleicos e proteinas e no sistema antioxidante do T. cruzi
e o parasito fica susceptivel a danos oxidativos. E relatado que o BZN induz estresse
oxidativo no parasito e pode levar a lesbes no DNA (CALDAS; SANTOS; NOVAES,
2019; RAJAO et al., 2014).

Um problema relacionado ao nifurtimox e ao benznidazol, além das diversas
reacOes adversas atribuidas a terapia medicamentosa, € o desenvolvimento de resisténcia.
Compostos nitroheterociclicos sdo pro-farmacos e requerem ativacdo para mediar a
atividade citotoxica. Portanto, fatores que interferem nesse processo pode levar a
resisténcia (WILKINSON et al., 2008). Nifurtimox e benznidazol sdo pro-farmacos que
precisam ser ativados pela mesma enzima, nitroredutase mitocondrial, um fenébmeno com
potencial para resultar em resisténcia cruzado (MARTIN-ESCOLANO et al., 2018).

A falta de politicas publicas, o desinteresse da industria farmacéutica, a natureza
de longo prazo da DC e sua patologia complexa resultaram na falta de medicamentos
adequados para tratamentos eficazes (MARTIN-ESCOLANO et al., 2018). Por isso, é
uma prioridade importante o desenvolvimento de agentes antiprotozoarios com melhor

perfil de seguranca e amplamente eficazes.

1.4.1 Novos alvos terapéuticos para o tratamento da doenca de Chagas

No inicio da pesquisa de farmacos antichagasicos, foram testadas substancias e
moléculas que resultassem em mudangas clinicas nos pacientes. Com o passar do tempo,
essa pesquisa evoluiu para modelos experimentais in vitro e in vivo contra 0 agente
etiologico da doenca (DIAS et al., 2009). Nos altimos anos, foram obtidos avangos
significativos sobre os aspectos bioldgicos, genéticos e evolucionarios de T. cruzi. O
sequenciamento genético do genoma deste parasito permitiu a identificagdo de diversos
alvos macro e micromoleculares promissores, como as enzimas importantes para o
metabolismo parasitario (SOEIRO; CASTRO, 2011).



27

1.4.1.1 Cruzaina

Nas dltimas duas décadas, uma das estratégias mais relevantes é o
desenvolvimento de inibidores de acdo farmacoldgica em alvos exclusivos do parasito,
como € o0 caso do enzima cruzaina, que é uma cisteina-protease abundante em T. cruzi, e
essencial para o seu metabolismo. Atualmente, a cruzaina continua a ser um dos alvos
mais relevantes para o desenho de novos farmacos antichagasicos, uma vez que tem sido
validado através de estudos bioquimicos e modelos in vivo (DELGADO-MALDONADO
etal., 2022).

A cruzaina é uma cisteina protease da familia da papaina que é dobrada em dois
dominios. Um é predominantemente alfa-helicoidal e o outro consiste em extensos
interagBes de folha beta antiparalelas. O sitio ativo é encontrado na fenda na interface dos
dois dominios e dentro desta fenda estd, espera-se, a triade catalitica de residuos Cys25,
His159 e Asnl75 e locais de ligacdo de substrato. A cruzaina € expressa em todos 0s
estagios do ciclo de vida de T. cruzi, tendo sua atividade pelo menos 10 vezes maior em
epimastigotas, em comparagdo com as outras formas do parasito. E localizada no
lisossomo, no reservossoma pré-lisossomal, na bolsa flagelar e na membrana plasmatica

de epimastigotas e amastigotas (SAJID et al., 2011).

Com referéncia as possiveis funcGes da enzima, além de contribuir para a
renovacdo geral de proteinas como processamento de nutrientes, a cruzaina pode
desempenhar varios papéis essenciais adicionais. Ha uma possivel participacdo da enzima
na penetracdo do tripomastigota na célula hospedeira, na defesa do parasito contra o
sistema imunoldgico do mamifero e em processos de diferenciacdo que levam de um
estagio ao proximo no ciclo de vida do parasito (CAZZULO; STOKA; TURK, 2001;
SAJID et al.,, 2011). Inibidores desta enzima se mostraram capazes de bloquear a
replicacéo intracelular de amastigotas e sua diferenciagéo para tripomastigotas (HARTH
etal., 1993; MEIRELLES et al., 1992). Além disso, também inibiram a diferenciacéo de
epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos (BONALDO et al., 1991), sugerindo que
0s processos mais afetados pelos inibidores foram a diferenciagdo durante as etapas do
ciclo de vida do parasito (CAZZULO; STOKA; TURK, 2001).
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1.4.1.2 Tripanotiona redutase

Os tripanossomatideos s@o susceptiveis a compostos que alteram o equilibrio
redox. Um exemplo disso é o Nifurtimox, que induz estresse oxidativo no parasito ao
inibir enzimas que participam desse sistema e agem como antioxidantes para a protecao
do parasito contra espécies reativas de oxigénio. A tripanotiona redutase de T. cruzi é uma
enzima chave no metabolismo antioxidante deste parasito (JOCKERS-SCHERUBL;
SCHIRMER; KRAUTH-SIEGEL, 1989). Esta enzima desempenha um papel central no
sistema redox do T. cruzi, servindo como a enzima responsavel pela reducdo da
tripanotiona ap6s sua oxidagdo, contribuindo para o alivio do estresse oxidativo
(GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2022).

A Tripanotiona Redutase é uma flavoenzima dependente de NADPH que
desempenha um papel importante na sobrevivéncia dos parasitos porque protege contra o
dano oxidativo mediado pelo sistema imunoldgico ap6s a infeccdo no hospedeiro
mamifero. Regula o estresse oxidativo e esta envolvido no metabolismo do parasito pela
reducdo dissulfeto de tripanotiona (T[S]2) na forma de ditiol, dihidrotripanotiona (T
[SH]2). Assim, o T[SH]2 é oxidado pela eliminacdo de espécies reativa de oxigénio, que
é subsequentemente reduzido pela tripanotiona redutase para manter a homeostase redox.
Além disso, desempenha uma variedade de funcdes: homeostase do ascorbato, trocas de
tiol/dissulfeto, conjugacdo de metal e farmacos, sintese de desoxirribonucleotideos e
reducdo de hidroperdxidos. Portanto, esta enzima € um alvo potencial para o tratamento
da DC (BELTRAN-HORTELANO; PEREZ-SILANES; GALIANO, 2017; H.W.
RIVAROLA,; P.A. PAGLINI-OLIVA, 2002).

O sistema redox dos tripanossomas, baseado nas enzimas tripanotiona e
tripanotiona redutase € analogo ao sistema de defesa redox dos mamiferos, baseado nas
enzimas glutationa oxidase (GSSG) e glutationa redutase (GR). Semelhangas com a
glutationa sugeriram que esses metabolitos podem ter uma funcgédo bioldgica semelhante
na eliminacéo de radicais livres e especies reativas ao oxigénio, formadas por processos
metabolicos ou quando os parasitos sdo submetidos ao estresse oxidativo pela resposta
imune do hospedeiro. Porém, cada enzima é especifica para seu substrato cognato, apesar
das similaridades estruturais e de mecanismo (H.W. RIVAROLA; P.A. PAGLINI-
OLIVA, 2002). Desta forma, € possivel inibir a protecdo do parasito contra estresse

oxidativo e néo afetar o equilibrio redox humano.
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1.5 Pesquisa de novas moléculas com potencial antichagasico

As opcdes terapéuticas disponiveis para o tratamento de doencas tropicais
negligenciadas sdo obsoletas, apresentam alta toxicidade, tém eficacia questionavel e ha
relatos de resisténcia. Portanto, a descoberta de novas moléculas ativas seguras, eficazes
e acessiveis é urgentemente necessaria (GIAROLLA; FERREIRA, 2015). Os dois
medicamentos atualmente disponiveis para seu tratamento — benznidazol e nifurtimox —
foram comercializadas ha 50 anos. Embora sejam muito eficazes para infec¢des agudas e
recentes e para a prevencao da transmissao materno-fetal, sua eficacia diminui em pessoas
com infeccdo cronica, especialmente aquelas com mais de 18 anos de idade. Na presenca
de envolvimento visceral, o tratamento parasiticida é de pouco ou nenhum valor. O perfil
de seguranca de ambos os farmacos esta longe do ideal, com eventos adversos frequentes
e altas taxas de descontinuacao, principalmente em adultos. Até agora, hovas substancias
e novas estratégias ndo demonstraram melhorar os resultados dos nitroimidazois atuais
(PEREZ-MOLINA et al., 2021). A partir disso, diversos estudos tem sido tragados em
busca de novas moléculas com atividade contra T. cruzi. Produtos naturais e seus

derivados sintéticos sdo uma fonte de farmacos para diversas areas terapéuticas.

1.5.1 Chalconas

Chalconas sdo cetonas aromaticas com um nucleo de dois anéis aromaticos
ligados por uma cadeia a, B-insaturada, precursoras dos flavonodides e isoflavonoides,
presentes em uma variedade de plantas. Dessa forma, ocorrem naturalmente ou podem
ser sintetizadas facilmente por reacfes de condensacdo em meio acido ou basico, como
na reacdo de condensacao de Claisen-Schmidt (BOECK et al., 2006; MASTACHI-LOZA

et al., 2022). Por isso, tornam-se alvo de pesquisa académica e industrial.

A reacdo de Claisen-Schmidt (Figura 5) é uma condensacéo aldolica cruzada que
realiza a condensagdo de cetonas arométicas com aldeidos aromaticos (como o0
benzaldeido, cinamaldeido e outros derivados). Essas reagdes sdo vidveis na pratica em
presenca de bases, pois sob tais condicbes as cetonas ndo se autocondensam
consideravelmente (WINTER, 2016).



30

Figura 5 — Reacdo de condensagdo de Claisen-Schmidt

O O | @
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Legenda: A reagdo de condensacdo de Claisen-Schmidt acontece em meio béasico, produzindo a chalcona

(representada a direita). Os anéis aromaticos A e B da chalcona estdo representados na imagem.

Fonte: WINTER (2016).

As chalconas possuem um sistema conjugado de carbonila com dois centros
eletrofilicos que sdo comumente usados para adi¢cGes nucleofilicas. Os compostos de
chalcona existem como is6bmeros trans e cis, sendo o0s isdmeros trans
termodinamicamente mais estaveis, devido a auséncia de interacGes estéricas entre o anel
A e o grupo carbonila (MASTACHI-LOZA et al., 2022; ZHUANG et al., 2017).

Na natureza, as chalconas contribuem para a pigmentacdo de flores amarelas a
vermelhas e desempenham papéis protetores nas plantas. O grupo funcional cetona o.,3-
insaturada é responsavel por contribuir para a coloracdo das chalconas, além de ser
considerado responsavel pela atividades medicinais e biol6gicas desta classe
(ALBUQUERQUE et al., 2015; GAONKAR; VIGNESH, 2017; RANI et al., 2019), e
pela interacdo com alvos enzimaticos (ZHOU, 2015). Este grupo funcional € um potencial
aceptor de Michael. Aceptores de Michael, contendo um eletr6filo, sdo geralmente
biologicamente ativos. Eles estdo envolvidos na regulacdo de muitas vias de sinalizacdo
nas células e podem desempenhar um papel importante nas suas atividades biologicas
(ZHUANG et al., 2017).

Assim, as chalconas exibem um amplo espectro de atividades bioldgicas
(MATTHEE et al., 2022; RAMMOHAN et al., 2020), como leishmanicida (BOECK et
al., 2006), antiinflamatoria e contra células cancerigenas (CONSTANTINESCU;
LUNGU, 2021; WON et al., 2005), tripanocida e inibitoria contra a enzima cruzaina de
T. cruzi (DE OLIVEIRA et al., 2022), antimicrobiana (OKOLO et al., 2021),
antioxidante (MITTAL; VASHISTHA; DAS, 2022), antimalaria e imunomodulatéria
(CHENG et al., 2020; SINHA et al., 2022). Assim, esse grupo de moléculas mostra um
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potencial efeito promissor na pesquisa de novos farmacos com atividade antichagéasica
(MAGALHAES et al., 2022; MATOS et al., 2022).

1.5.1.1 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenilchalconas

Tendo em vista as potencialidades das chalconas, um grupo inovador de chalconas
foi recentemente sintetizado, utilizando a acetofenona (1-(2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxifenil)etan-1-ona) isolada de Croton anisodontus (marmeleiro-cravo). Essa
planta é um arbusto caracteristico da caatinga brasileira que tem sido estudada quanto as
suas potencialidades terapéuticas (SANTIAGO et al., 2020). Essa acetofenona vem sendo
estudada em diversas areas, como na atividade imunonomodulatéria (CHIARADIA et al.,
2008), ansiolitica (DA SILVA et al., 2021), antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2014) e
antioxidante (EMAMI et al., 2018; WANG et al., 2018).

A chalcona prototipo desse grupo foi nomeada CPNB ((E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiphenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona) (Figura 6A), a partir da condensacdo da
acetofenona de C. anisodontus com benzaldeido. Essa molécula, apesar de possuir efeito
tripanocida, apresentou citotoxicidade evidente (MAGALHAES et al., 2022), limitando

sua aplicabilidade em modelos experimentais.

Dessa forma, objetivando reduzir a toxicidade e/ou potencializar o efeito
tripanocida, foi sintetizada a molécula (2E,4E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-5-
fenilpenta-2,4-dien-1-ona (CPNC), em que o0 benzaldeido foi substituido pelo
cinamaldeido. Dessa forma, CPNC apresenta estrutura similar a de CPNB, mas com

alongamento na cadeia alifatica (Figura 6B).

Figura 6 — Representacdo estrutural das 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenilchalconas
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Legenda: A — ((E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiphenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona) (CPNB); B — (2E,4E)-1-
(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (CPNC).

Fonte: Elaborado pela autora.



32

2 JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas (DC) € uma doenca tropical inserida no grupo de doencas
negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e do Ministério da Saude do
Brasil (MS), apresentando elevada prevaléncia e expressiva carga de morbimortalidade
(MARTINS-MELO et al., 2016), com apenas dois medicamentos disponiveis para o
tratamento etioldgico, benznidazol e nifurtimox, ha 50 anos. Ambos ndo apresentam
perfil ideal para uma terapia eficaz e segura ao paciente, causando reagdes adversas que
levam a interrupcédo do tratamento e falha terapéutica. Sendo assim, € importante a busca
por novas opcOes farmacoldgicas que sejam seguras e eficazes para o paciente infectado,
que promovam uma a¢éo tripanocida com baixa toxicidade para o paciente e que possam

substituir e/ou complementar a terapéutica atual.

Nesse contexto, grande atencdo tem se dado a identificacdo de rotas metabdlicas
especificas de tripanossomatideos, que possam ser exploradas como alvos terapéuticos
seletivos de moléculas bioativas. Dentre eles, destacam-se as enzimas cruzaina e
tripanotiona redutase, que exercem funcOes essenciais para a sobrevivéncia e
diferenciacdo do parasito durante seu ciclo bioldgico. Moléculas capazes de interferir
nesses mecanismos sdo candidatas promissoras para o desenvolvimento de farmacos

antichagasicos eficazes e seletivos.

Na busca de novas substancias, as chalconas tem despertado o interesse por seu
potencial quimico-farmacéutico. Essas moléculas podem ser de origem natural ou
sintética e tem demonstrado uma grande diversidade de efeitos bioldgicos, incluindo
atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana, antiflngica, antioxidante, citotdxica,
antitumoral e quimiopreventiva. Plantas ricas em chalconas tém sido frequentemente
usadas na medicina tradicional, e as chalconas tem recebido foco importante nessas
pesquisas. 1sso se da por serem moléculas estruturalmente simples e de facil sintese, o
que permite o desenvolvimento de moléculas com diferentes substituintes e
caracteristicas estruturais. Dessa forma, € possivel avaliar a relacdo estrutura-atividade
desse grupo de moléculas frente a diferentes atividades bioldgicas de interesse

farmacoldgico.

Recentemente, uma chalcona (CPNB) derivada da acetofenona isolada de Croton
anisodontus demonstrou seu efeito tripanocida, reiterando a importancia desse grupo para

a pesquisa de farmacos antichagasicos. Apesar disso, apresentou toxicidade evidente na
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faixa de concentracbes testadas, o que impediu sua utilizacdo em experimentos

posteriores.

Por conta disso, foi sintetizada a chalcona (2E,4E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (CPNC), molécula analoga a CPNB com
aumento da cadeia alifatica, com o intuito de reduzir a toxicidade e/ou potencializar seu
efeito tripanocida. O presente estudo, por sua vez, visou avaliar o efeito dessa molécula
sobre as formas de vida de Trypanosoma cruzi, investigando a influéncia do alongamento
da cadeia alifatica sobre esse efeito, incluindo a sua seletividade sobre o parasito em

relacdo as células hospedeiras e os mecanismos de acdo envolvidos.

Os resultados obtidos poderao ser uteis no entendimento da fisiopatologia da DC
e na participacdo de enzimas especificas na sobrevivéncia do parasito, bem como a
relevancia dessas rotas enzimaticas para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Além disso, os dados contribuirdo para a compreensdo da potencialidade
terapéutica das chalconas e das caracteristicas quimicas mais promissoras para 0

desenvolvimento de farmacos eficazes e seguros para a DC.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito tripanocida da chalcona (2E,4E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (CPNC) em cepa Y de Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a citotoxicidade de CPNC sobre células hospedeiras;

e Investigar o0 potencial efeito tripanocida nas formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi;

e Analisar o mecanismo de morte celular induzido por CPNC em T. cruzi;

e Avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio em T. cruzi apés tratamento
com CPNC,;

e Estudar o efeito da chalcona CPNC sobre o potencial transmembranico
mitocondrial de T. cruzi;

e Avaliar a interacédo in silico de CPNC sobre as enzimas tripanotiona redutase e

cruzaina de Trypanosoma cruzi.
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4 METODOLOGIA
4.1 Obtencao das moléculas

A molécula em estudo, (2E,4E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-5-fenilpenta-
2,4-dien-1-ona (CPNC) foi cedida pelo Laboratério de Sintese Organica, da Universidade
Estadual do Vale do Acarat (UVA), coordenado pelo Prof. Dr. Heélcio Silva dos Santos.
E uma chalcona sintetizada a partir de uma molécula de acetofenona, de nome 2-hidroxi-
3,4,6-trimetoxiacetofenona, extraida e isolada da planta Croton anisodontus, uma espécie
nativa da caatinga do Nordeste brasileiro, da familia Euphorbiaceae (SANTIAGO et al.,
2018).

O preparo foi feito conforme descrito por Silva e colaboradores (2020), por uma
reacdo de condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt em meio bésico (Figura 7). A 2-
hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (200 mg) foi solubilizada em etanol (8 mL), para 2
mmol de solucéo, e adicionou-se a solucdo aquosa de NaOH 50%. Depois de alguns
minutos foi adicionado o benzaldeido (0,95 mmol). A reagdo foi mantida a temperatura
ambiente por 2 horas. Apos o término da reacao foi utilizado HCI 1:1 para precipitagdo
do produto. Em seguida o produto foi filtrado em um funil de Buchner. O produto obtido

foi um s6lido de massa molar 340 g/mol.

Figura 7 - Reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt em meio alcalino para obtengdo da (2E,4E)-1-(2-
hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona.
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Legenda: (a) 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona; (b) cinamaldeido; (c) (2E,4E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-

trimetoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona

Fonte: Elaborada pela autora.

O benznidazol (BZN) foi o farmaco de referéncia utilizado para comparagéo. Foi

doado pelo Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE).
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Com as substancias puras (CPNC e BZN) foram preparadas solucdes estoque na
concentracdo de 0,2 M, diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) estéril. Para os ensaios,
foram preparadas solucdes de trabalho diluicGes em solucao tampao fosfato esteril (PBS,
constituido de NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,47 mM e NaoHPO4 8,1 mM; pH
7,4), de modo que a concentracdo de DMSO nos grupos experimentais ndo excedesse
0,5%.

4.2 Avaliacdo da citotoxicidade em células hospedeiras

A citotoxicidade da molécula foi avaliada por meio do ensaio de reducdo do MTT
[Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio], em células LLC-MK2.
O MTT é um sal de tetrazdlio de cor amarela que, quando em contato com células viaveis,
é endocitado e clivado por enzimas desidrogenases do citoplasma e das mitocondrias da
célula, produzindo um sal de cor azul violacea, insolivel em meio aquoso, chamado
formazan (Figura 8). Em seguida, os cristais de formazan séo exocitados e podem ser
solubilizados por agentes surfactantes como o dodecilsulfato de sddio (SDS) e o
dimetilsulfoxido (DMSO). Células ndo-viaveis perdem a capacidade metabolica de
internalizar e clivar o MTT. A concentracdo de formazan produzido é diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis e é medida pela leitura da absorbancia a 570
nm (MOSMANN, 1983).

Figura 8 - Reacdo de reducéo do sal de MTT a sal de formazan.
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Fonte: Adaptado de KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, (2018).



37

A linhagem celular LLC-MK2 ¢ derivada de uma suspensao de células preparada
a partir do tecido renal excisado de seis macacos rhesus adultos, da espécie Macaca
mulatta. As células exibem morfologia epitelial, com propriedades aderentes. Foram
compradas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7,4), suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF), penicilina (200 UI/mL) e estreptomicina (130 mg/L). Foram cultivadas sob
condic@es ideais, em garrafas plasticas pequenas estéreis de 75 cm? em estufa de CO3, a
37 °C e 5% de CO.. O crescimento das células foi acompanhado diariamente atraves da
observacdo por microscopio invertido. Ao atingir a confluéncia, as células foram

deslocadas e congeladas em SBF (95%) e DMSO (5%) ou usadas nos experimentos.

Para os experimentos de citotoxicidade, as células foram deslocadas da garrafa
com 1 mL de tripsina/EDTA (0,25 %) por 10 minutos a 37 °C, transferidas para tubo
conico e centrifugadas (4000 RPM por 5 minutos). O sobrenadante foi descartado, o pellet
foi ressuspenso em 1mL de meio DMEM e a concentracédo de células foi determinada por

meio da contagem em camara de Neubauer, utilizando o corante vital Azul de Trypan.

A densidade celular foi ajustada para 1x10° células/mL. As células foram
transferidas para placas de 96 poc¢os (200 uL/poco) e incubadas overnight a 37 °C e 5%
de CO»2. Em seguida, os pogos foram tratados com CPNC ou BZN (15,62 a 1000uM).
Como grupo controle, foram usados pocos com células ndo tratadas; como veiculo, pocos
contendo DMSO (0,5 % em meio de cultura).

Apds 24 horas de tratamento, o meio foi retirado e as células foram lavadas com
150uL de PBS. Em seguida, foram adicionados 100 pL de MTT (0,25 mg/mL) e as placas
foram incubadas por 03 horas. Em seguida, as placas foram centrifugadas (4000 RPM por
5 minutos), o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100uL de DMSO. A placa
foi agitada por 30 minutos para completa solubilizac&o dos cristais de formazan e, por
fim, foi realizada a leitura espectrofotométrica em leitora de microplacas, a 570nm. Para
0 célculo da viabilidade celular, a média das absorbancias do grupo controle foi
considerada como sendo 100 % de viabilidade e os demais grupos receberam valor

proporcional calculados como na equagéo abaixo.

(At — Ab)

%Viabilidade celular = mx

100

Em que:
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At é a absorbancia do pogo teste;

Ac é a média das absorbancias dos poc¢os controle, que ndo foram submetidos ao

tratamento;
Ab é a média das absorbancias dos pogos do branco.

Os valores percentuais de viabilidade celular foram analisados por regressdo néao-
linear para estimativa da concentracdo capaz de causar 50% de citotoxicidade (CCso)
sobre as células LLC-MK2.

4.3 Efeito antiparasitario sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y foram doadas pelo
Laboratdrio de Bioquimica de Parasitos da Universidade de S&o Paulo (USP) e cultivadas
em meio LIT (Liver Infusion Tryptose, com NaCl 4 g/L; NaHPO4.12H,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 Ul/mL) e estreptomicina (50 mg/L). As
culturas foram mantidas a 28 + 1 °C em estufa BOD (Biochemical Oxygen Demand) em
garrafas estéreis (ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000b).

A partir da cultura de epimastigotas, na fase exponencial de crescimento, foram
feitas dilui¢Oes e levadas a camara de Neubauer para serem contadas e determinada a

densidade dessa cultura por meio da seguinte equacao:
Densidade parasitaria = parasitas contados x 5 x 10* x fd

Em que fd representa o fator de diluicdo e a densidade celular é dada em

parasitos/mL.

Depois disso, foram diluidos em meio LIT para uma concentragdo de 1 x 10°
parasitos/mL e transferidos para uma placa 96 pogos contendo as concentragdes (31,2 a
1000 puM) de CPNC em triplicata. Como farmaco de referéncia, foi utilizado o
benznidazol nas mesmas concentragdes (31,2 a 1000 uM). Adicionalmente, os parasitos
foram tratados apenas com DMSO 0,5%, utilizado como veiculo para diluir as
substancias. Além disso, como controle negativo, foram plaqueados parasitos somente
com o meio de cultura (LIT), sem tratamento, sendo considerados como 100% de
viabilidade.
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As placas foram incubadas em estufa BOD. Apds 24, 48 e 72 horas de incubacéo,
aliquotas foram colhidas para contagem de parasitos vidveis. Foram considerados
parasitos viaveis aqueles com morfologia tipica e mobilidade (LIMA et al., 2016;
MENEZES et al., 2012). A concentragdo de parasitos foi calculada e a viabilidade celular

foi calculada conforme descrito abaixo:

C
Viabilidade celular (%) = T %X 100

Em que:
C corresponde a densidade de parasitos viaveis (parasitos/mL);
CT é a média da densidade de parasitos vidveis do grupo controle.

Os percentuais de viabilidade foram usados para estimar a concentracao
necessaria para inibir o crescimento de 50% da populacdo de epimastigotas (ICso) por

regressdo ndo-linear.

4.4 Efeito antiparasitario sobre formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir do sobrenadante de células
hospedeiras infectadas (LIMA et al., 2016). Para isso, células LLC-MK?2 foram cultivadas
na concentracéo de 1 x 10° células/mL em garrafas estéreis com 25 cm? de area de cultivo
em meio DMEM suplementado com 10% de SBF. Apds dois dias de cultivo, o meio de
cultura foi substituido por DMEM suplementado com 2 % de SBF e foram acrescidos 2
x 10° tripomastigotas/mL. A partir do 3° dia desse procedimento, o meio de cultura era
trocado por um meio DMEM 2% SBF novo e o sobrenadante era coletado e centrifugado
(2800 RPM por 7 minutos) para obtencdo dos tripomastigotas. A densidade celular foi
determinada por contagem em camara de Neubauer, e 0s tripomastigotas obtidos foram
utilizados para os ensaios de avaliacdo do efeito tripanocida e para obtencdo de formas

amastigotas.

Para avaliacdo do efeito tripanocida, as formas tripomastigotas colhidas foram
concentradas numa densidade de 1 x 10° parasitos/mL, como foi feito com as formas
epimastigotas, e transferidas para uma placa de 96 pocos contendo diferentes
concentragdes da substancia em estudo (31,2 a 1000 uM). O benznidazol foi utilizado nas
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mesmas concentragdes (31,2 a 1000uM), para fins de comparacdo, como farmaco de
referéncia. Parasitos do grupo controle negativo foram mantidos sem tratamento, sendo
considerados como 100% de viabilidade, e, como grupo veiculo, foram utilizados
parasitos tratados com DMSO 0,5%.

Apo6s 24 horas de incubacdo em estufa de CO», aliquotas dos pogos foram
transferidas para a camara de Neubauer para contagem. Os valores obtidos foram
anotados para a determinar a quantidade de parasitos viaveis em cada poco, da mesma
forma como realizado para epimastigotas. A partir dos valores percentuais, a
concentracdo capaz de matar 50% da populacdo de tripomastigotas (LCso) foi estimada

por regressao ndo-linear.

Além disso, foi calculado o indice de seletividade (IS) da CPNC sobre formas

tripomastigotas em relacédo as células hospedeiras (LLC-MK2), usando a formula:

CCso
LCs

Indice de Seletividade (IS) =

Em que:

CCs, é a concentracdo que reduz em 50% a viabilidade de células LLC-MK2,

causando toxicidade nestas;

LCs, é a concentracdo que causa 50% de morte em tripomastigotas.

4.5 Efeito antiamastigota

Para avaliacdo do efeito antiamastigota, células LLC-MK2 (1 x 10° células/mL)
foram cultivadas em placas de 24 pogos sobre laminulas estereis de 13 mm de diametro,
com meio DMEM com 10% SBF e incubadas em estufa de CO2. Apds 24 horas, 0 meio
de cultura foi trocado por DMEM com 2 % SBF, as células foram infectadas com
tripomastigotas (2 x 108 células/mL) e incubadas por 48 horas em estufa de CO2. Depois
disso, foram tratadas com CPNC (concentragdes). As concentracdes foram escolhidas a

partir dos resultados de citotoxicidade e do efeito tripanocida.

Ap0s 24 horas de tratamento, as laminulas foram retiradas dos pogos, lavadas com

PBS e fixadas com solucdo de Bouin por 5 minutos. A seguir, foram lavadas com PBS e
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desidratadas com metanol por 2 minutos. Logo depois, foram coradas com uma solugédo
de corante Giemsa (5% v/v em &gua destilada) durante 30 minutos. Finalmente, as
laminulas foram lavadas com PBS para remogao do excesso de corante, secadas e coladas
em lamina utilizando entelan (ARAUJO-JORGE, T; DE CASTRO, 2010).

O efeito antiamastigota se deu por contagem em microscopio Optico. Em cada
laminula, foram contadas 300 células, para determinacdo do numero de células infectadas
e células ndo infectadas. Das células infectadas, foram contados 0s amastigotas no interior
dessas células. Os resultados foram expressos como percentual de células infectadas e
quantidade de amastigotas em 100 células (MONTEIRO et al., 2020).

4.6 Ensaios de Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar os mecanismos envolvidos no
efeito antiparasitario da molécula em estudo. Essa técnica tem a capacidade de analisar
as caracteristicas de uma célula ou de qualquer outra particula em uma corrente de fluido
guando passam através de uma fonte de luz. O principio desta técnica é baseado na
dispersdo da luz e na emissao de fluorescéncia que ocorre quando um feixe de luz atinge
as células que se movem em um fluxo de fluido direcionado (MANOHAR; SHAH,;
NAIR, 2021).

Nesse processo, as células sdo injetadas no centro de um feixe de solucéo salina
em fluxo continuo (Figura 9). Dessa forma, elas sdo forcadas a passar individualmente
pela cdmara de leitura, atravessando um ou mais feixes de luz de comprimento de onda
especificos. A luz é desviada em torno das bordas da célula depois que esta é atingida
pelo laser e, entdo, ocorrem dois tipos de disperséo de luz: dispersédo frontal, chamada de
FSC (Foward Scatter), que é usada como medida do tamanho da célula; e dispersao
lateral, chamada de Side Scatter (SSC), que ocorre devido a presenca de estruturas
intracelulares, como organelas, ndcleo e granulos, permitindo a avaliacdo da
complexidade ou granulosidade celular. Além disso, quando células ou outras particulas
sdo marcadas com moléculas fluorescentes, o feixe luminoso provoca a excitacdo dessas
moléculas e consequente emissdo de luz em um comprimento de onda diferente. Assim,
é possivel analisar as células quanto a presenca de marcadores citoplasméticos e de

membrana especificos, além de permitir a deteccdo de mediadores intracelulares



relacionados ao metabolismo normal e/ou patolégico (ADAN et al.,
WLOODKOWIC; SKOMMER; DARZYNKIEWICZ, 2012).

Figura 9 - Principio da citometria de fluxo.
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Fonte: Adaptado de ADAN et al., (2017).

4.6.1 Avaliacdo do perfil de morte e integridade celular
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2017;

Para avaliar o perfil de morte causado por CPNC, foram utilizadas as formas

epimastigotas de Trypanosoma cruzi e os marcadores 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD)

e Anexina V conjugada com Ficoeritrina (AXPE). O 7-AAD é uma molécula capaz de se

ligar a molécula de DNA, porém ndo consegue ultrapassar membranas celulares integras.

Dessa forma, uma alta marcacao para 7-AAD sinaliza que houve perda da integridade de

membrana, caracteristica indicativa de fendmenos necroticos. A anexina V é uma

proteina que, na presenca de ions calcio, tem alta afinidade pela fosfatidilserina, molécula

externalizada pela célula no processo de apoptose. Assim, ao se ligar a fosfatidilserina,

marca células em indugdo de mecanismo de morte celular programada.

Para avaliar esse efeito, as formas epimastigotas foram plaqueadas em placas de

24 pogos, na concentragdo de 1 x 10° parasitos/mL e tratados com CPNC (250 e 500 uM).
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Apbs 24 horas de incubacdo em estufa BOD, o conteudo dos pogos foi transferido para
tubos plésticos, centrifugados (2800 rpm/7 minutos a 2 °C), lavados com tampédo de
ligacdo (HEPES 10 mM; NaCl 140 mM; CaCl, 2,5 mM; pH 7,4) e marcados com Kit
comercial (100 pL de tampéo de ligacdo + 5 pL de 7-AAD + 5 pL de AxV PE) (Annexin
V/PE Apoptosis Detection Kit I, BD Bioscienses) conforme as instrucdes do fabricante.
Passados 15 minutos de incubacdo no escuro, foram adicionados 400 pL do tampédo de
ligacdo em cada tubo e estes foram levados para leitura no equipamento FACSCalibur
com os detectores FL> (fluorescéncia laranja, de 564-606 nm) e FL3 (fluorescéncia
vermelha, de 675-710 nm) para AxV PE e 7-AAD, respectivamente (BD Biosciences,
New Jersey, USA).

Em cada grupo, foram adquiridos pelo menos 10.000 eventos, que foram
classificados em quatro categorias: células viaveis (baixa marcacdo para ambos 0s
fluorocromos), células em necrose (alta marcacédo para 7-AAD), células em processo de
apoptose (alta marcagdo para AxV PE) e células duplamente marcadas (ndo é possivel

determinar o mecanismo de morte envolvido).

4.6.2 Andlise de espécies reativas de oxigénio (EROs) citoplasmaticas

Para avaliar o acimulo na producgéo de espeécies reativas de oxigénio (EROs), foi
utilizado o marcador diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA). Este marcador,
por apresentar caracteristicas lipofilicas, consegue atravessar a membrana plasmatica das
células e, uma vez internalizada nas células, é desacetilada por esterases citoplasmaticas
em uma molécula incapaz de atravessar a membrana para o espaco extracelular (DCFH).
DCFH reage com EROs citoplasmaticas produzindo DCF,que emite fluorescéncia verde,
de forma que a intensidade de fluorescéncia emitida pela célula é diretamente

proporcional a concentracao citoplasmética de EROs.

1 x 10° epimastigotas/mL foram plaqueados em placas de 24 pogos e tratados com
CPNC (250 e 500 uM). Apo6s 03 horas de tratamento, foram marcados com DCFH2-DA
(concentracéo final de 20 uM em DMSO) e as placas incubadas no escuro na estufa BOD.
Depois de 24 horas de tratamento, o conteudo dos pocos foi transferido para tubos de
citometria, centrifugadas (2800 rpm/ 7 minutos), lavados 2x, ressuspensos em 500 pL de
PBS e levados para leitura no equipamento FACSCalibur.
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Na leitura, foram adquiridos 10.000 eventos. O acumulo de EROS no citoplasma
dos parasitos foi dado através da intensidade de fluorescéncia relativa (IFR), calculado a
partir da média geométrica da intensidade de fluorescéncia dos grupos testes comparados
ao grupo controle, conforme a equacdo (KESSLER et al., 2013):

mTESTE

IFR = CONTROLE

Em que:
MTESTE é a Média geométrica do grupo tratado;

MCONTROLE é a Média geométrica do grupo controle.

4.6.3 Avaliacao do potencial transmembranico mitocondrial (A¥m)

O potencial transmembranico mitocondrial (A¥'m) consiste na diferenca de carga
entre as membranas interna e externa da mitocondria e foi avaliado utilizando o corante
fluorescente rodamina 123 (Rho123). A Rho123 se acumula no espa¢o mitocondrial por
afinidade com os ions hidrogénio, emitindo fluorescéncia vermelha. Quando ocorre
alteragdo no potencial transmembréanico mitocondrial, h& uma reducdo desses ions, o que
reduz o acumulo de Rho123 na mitocéndria e aumenta este marcador no citoplasma da

célula, emitindo fluorescéncia verde.

Para isso, formas epimastigotas, na concentragdo de 1 x 10° parasitos/mL, foram
plaqueados em placas de 24 pocos, com concentracdes seriadas de CPNC (250 e 500 uM)
e incubados por 24 horas. Apds isso, o contetdo dos pogos foi transferido para tubos de
citometria, que foram centrifugados (2800 rpm/ 7 minutos) e lavados com PBS por 2
vezes. Em seguida, as celulas foram marcadas com Rho123 (concentracao final de 10
png/mL), e incubadas durante 30 minutos no escuro. Depois foram novamente lavadas
com PBS mais 2 vezes, ressuspendidas em 500 pL de PBS e levadas para leitura no
equipamento FACSCalibur, utilizando o detector FL». Na leitura, foram adquiridos pelo
menos 10.000 eventos e os dados foram expressos na forma de IFR.
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4.7 Estudos in silico

Os ensaios de docking molecular foram realizados para avaliar as interacfes
teoricas entre a chalcona em estudo (CPNC) e as seguintes enzimas, importantes para o
ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi: cruzaina (TcCr) e tripanotiona redutase (TCTR).
Como molécula para comparagdo, foi utilizado o benznidazol. Os ensaios in silico foram
realizados pelo Grupo de Quimica Tedrica e Eletroquimica (GQTE), da Universidade

Estadual do Ceard, coordenado pelo professor Dr. Emmanuel Silva Marinho.

As estruturas 2D de CPNC, do henznidazol e dos inibidores co-cristalizados foram
desenhadas utilizando 0 software MarvinSkecth®
(https://chemaxon.com/products/marvin)  (CSIZMADIA, 1999). As estruturas

tridimensionais foram otimizadas utilizando o software Gaussian 09 através do método
de Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional Theory, DFT) (MARINHO et
al., 2021).

As estruturas cristalograficas dos alvos proteicos foram obtidas do repositorio

Protein Data Bank — RCSB (https://www.rcsb.org/), complexadas aos seus respectivos
inibidores. A TcTR esta complexada com o inibidor mostarda de quinacrina (QUM)
(PDB: 1GXF) (SARAVANAMUTHU et al., 2004). E a TcCr em complexo com o
inibidor tetrafluorofenoximetil cetona (KB2) (PDB: 31UT) (BRAK et al., 2010).

O preparo dos alvos foi realizado utilizando os softwares AutoDock Tools®

(http://autodock.scripps.edu/resources/adt) e UCSF Chimera®

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), onde foram removidos moléculas de agua, ligantes

interferentes e foram adicionados hidrogénios polares (PETTERSEN et al., 2004).

4.7.1 Docking Molecular

As simulag6es de docking molecular foram realizadas pelo programa AutoDock
Vina (TROTT; OLSON, 2010). Nestes ensaios, o grid box foi centralizado conforme
descrito por MARINHO e colaboradores (2021). As coordenadas paraa TcTR foram 126
A x90 A x 126 A, com dimensdes (x, y, z) = (44,196; 3,102; -0,054). E para a TcCr, as
coordenadas foram 116 A x 106 A x 126 A, com dimensdes (x, y, z) = (6,612; -0,436;

8,052). Para cada simulacdo com cada alvo, cinquenta simulacdes independentes foram
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realizadas, obtendo vinte poses cada, utilizando como 64 o critério de exhaustiveness
(MARINHO et al., 2020).

A energia de afinidade (AG) foi utilizada como parametro para avaliagdo da
estabilidade do complexo ligante-proteina, sendo idealmente selecionadas aquelas
simulacdes cujos valores de AG fossem menores que -6,0 kcal.mol? (SHITYAKOV;
FORSTER, 2014).

A validacdo estatistica das simulagdes foi feita por meio da medida do RMSD
(Root Mean Square Deviation), utilizando como critério de aceitabilidade, valores de
RMSD < 2,0 A (KADELA-TOMANEK et al., 2021). Além disso, o modelo de simulac&o
foi validado pelo redocking, onde os inibidores co-cristalizados (KB2 e QUM) no registro
PDB foram submetidos a simulacdo de docking. Para critérios de comparacao, também

foram realizadas as simulagdes com o benznizadol.

Os tipos de interacdo ligante-proteina foram avaliados, e as interacdes de
hidrogénio foram classificadas de acordo com as distancias entre os ligantes e os residuos
de aminoacidos, sendo classificadas como fortes (entre 2,50 Ae 3,10 A), intermediarias
(entre 3,10 Ae 3,55 A) e fracas (>3,55 A) (IMBERTY et al., 1991). Estas analises foram

realizadas com 0S softwares BIOVIA Discovery Visualizer®

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download) (VISUALIZER D.S.,
2005) e UCSF Chimera® (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (PETTERSEN et al.,
2004).

4.8 Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicada, com n=3. Os dados obtidos
foram submetidos ao teste de normalidade, para aplicacdo de testes estatisticos
paramétricos. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM),
com andlise estatistica feita por one-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet e, como
critério de significancia, p<0,05. As analises foram feitas utilizando os softwares
Microsoft Office® Excel 2019 e GraphPad Prism® verséo 6.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Citotoxicidade em células hospedeiras

As células hospedeiras utilizadas foram as da linhagem LLC-MK?2. Estas foram
submetidas ao teste de citotoxicidade, por meio do ensaio de reducdo do sal MTT, para
avaliar o efeito citotoxico da chalcona. Os resultados deste experimento estdo descritos

na Figura 10.

Figura 10 - Citotoxicidade em células hospedeiras (LLC-MK2).
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Legenda — Resultado ap6s 24 horas de tratamento com CPNC (A) e BZN (B). CT: controle; V: veiculo
(DMSO 0,5%). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborada pela autora.
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De acordo com os valores mostrados, a molécula apresentou citotoxicidade
significativa nas concentragdes de 62,5 a 1000 UM em comparagdo ao grupo controle,
apresentando valor de CCsp = 355,5 £ 45,9 uM. O benznidazol, testado para fins de
comparacdo, também causou efeito citotdxico nas mesmas concentracGes, com valor
estimado de CC50 = 537,80 £ 57,80 uM (Tabela 1).

5.2 Efeito antiparasitario sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram utilizadas para avaliar o
efeito antiproliferativo de CPNC sobre T. cruzi. O efeito foi avaliado por meio da

determinacdo do percentual de parasitos vidveis apds 24, 48 e 72 horas de tratamento.

Foi observado que CPNC causou efeito inibitério em todas as concentracfes
(Figura 11) testadas, nos trés tempos, com I1Cso/24h = 39,9 + 4,2 uM; 1Cs0/48h = 48,5 +
3,7 uM:; ICs0/72h = 37,8 + 3,5 uM (Tabela 1).

Figura 11 - Efeito antiparasitario da chalcona CPNC sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi.
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Legenda — Resultado gerado apés tratamento de 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C). CT: controle;
V: veiculo (DMSO 0,5%). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O efeito antiparasitario também foi avaliado para BZN, para fins de comparacéo
com o farmaco referéncia para tratamento da doen¢a de Chagas. Conforme apresentado
na Figura 12, BZN também apresentou efeito nos trés tempos testados, com ICso/24h =
112,5 £ 16,0 uM; ICs0/48h = 37,2 £ 5,6 uM; ICs0/72h = 22,1 + 2,9 uM (Tabela 1).

Figura 12 - Efeito antiparasitario do benznidazol sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi.
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Legenda — Resultado gerado ap6s tratamento de 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C). CT: controle;
V: veiculo (DMSO 0,5%). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3 Efeito antiparasitario sobre formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

A atividade tripanocida da CPNC foi avaliada por meio da contagem dos parasitos
tratados com diferentes concentracbes por 24 horas. Além disso, foi comparada ao

benznidazol, utilizado como farmaco referéncia para o tratamento.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 13A, todas as concentragdes
testadas diminuiram a viabilidade dos parasitos (31,2 a 1000 puM), apresentando LCsg =
48,3 + 13,4 uM. O efeito foi superior ao encontrado para BZN (Figura 13B), que
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apresentou LCsp = 161,4 + 31,7 uM. A partir desses valores e de CCso, foi calculado o IS
(Tabela 1), onde o de CPNC foi 2,21x maior que o de BZN, sendo 7,36 e 3,33,
respectivamente.

Figura 13 - Efeito tripanocida sobre formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
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Legenda — Resultado ap6s 24 horas de tratamento com CPNC (A) e BZN (B). CT: controle; V: veiculo
(DMSO 0,5%). *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 1 - Valores estimados de CCso, 1Cso € LCsg, em M, de cada substancia em estudo.

CCeo ICso (Epimastigotas) LCes indice de

(LLC-MK?2) 24 horas 48 horas 72 horas (Tripomastigotas)  seletividade (1S)

CPNC  3555+459 39,9+4,2 485+3,7 37,8+35 48,3+ 134 7,36

BZN  5378+578 1125+160 37,2+56 22,1+29 1614 +31,7 3,33

Legenda — CCso: Concentracdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade de células hospedeiras (LLC-MK?2);
ICso: Concentracdo capaz de inibir em 50% a proliferacdo de formas epimastigotas; LCso: Concentracdo

capaz de reduzir em 50% a quantidade das formas tripomastigotas viaveis.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4 Efeito antiamastigota

O efeito antiamastigota foi avaliado por contagem de células hospedeiras LLC-
MK2 infectadas com formas infectantes de Trypanosoma cruzi. Para esse ensaio, foram
selecionadas as concentracdes de CPNC que ndo apresentaram toxicidade nas células
hospedeiras. Nesse experimento, foram contadas a quantidade de células infectadas e a
quantidade de amastigotas no interior das células. Esses resultados estdo apresentados na

Figura 14.

Todas as concentracdes testadas (3,9 a 31,5 uM) foram capazes de reduzir o
percentual de células infectadas. Além disso, houve uma reducdo significativa no nimero

de amastigotas intracelulares (Figura 14B).
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Figura 14 - Efeito da chalcona CPNC sobre foram amastigotas e células hospedeiras infectadas.
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Legenda — (A) ndmero de células infectadas ap6s 24 de tratamento com CPNC. (B) nimero de amastigotas
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.5 Ensaios de Citometria de Fluxo

Os ensaios de citometria de fluxo foram utilizados para observar o comportamento
das formas epimastigotas de T. cruzi em tratamento com a chalcona, quanto ao perfil de
morte celular, inducgdo da formacéo de EROs e alteragdo no potencial transmembranico

mitocondrial.
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5.5.1 Perfil de morte e integridade celular

O perfil de morte foi observado por meio do uso de dois marcadores, 7-AAD e
AXPE, e os resultados estdo apresentados na Figura 15. As concentracdes de tratamento
utilizadas foram de 250 e 500 uM. A organizacdo das marcacOes é de 7-AAD/AXPE",
para células ndo marcadas ou com baixo nivel de marcagdo, ou seja, células viaveis; 7-
AAD*/AXPE para células marcadas apenas com 7-AAD, células em processo de necrose;
7-AAD/AXPE" para células marcadas apenas com anexina V-PE, indicando células em
processo de apoptose; e por fim, 7-AAD*/AXPE" para dupla marcacdo, ou seja, células

marcadas ambos os fluorocromos.

A Figura 15A representa a marca¢do do controle, sem tratamento com a molécula
em estudo. Nessa imagem € possivel visualizar um baixo nivel de marcagdo e que as
células estdo concentradas no canto interior esquerdo, indicando células ndo necroticas e
ndo apoptoticas. Na Figura 15B ocorre o contrario, pois ha um grande numero de células
marcadas com 7-AAD, na concentracdo de 250 uM. Quando a concentracdo da chalcona
aumentou para 500 uM (Figura 15C), também houve aumento da fluorescéncia de 7-
AAD, apontando uma inducdo de morte celular por necrose. Em ambas as concentragdes
houve baixa marcacao de anexina V-PE, indicando que as células marcadas ndo estavam

em processo de morte celular por apoptose.
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Figura 15 - Perfil de morte celular induzido pela chalcona em estudo sobre as formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi, avaliado por citometria de fluxo.
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Legenda: Nos graficos de dot-plot em A (grupo controle, sem tratamento), B (grupo teste, com tratamento
com 250 uM de CPNC) e C (grupo teste, com tratamento com 500 uM de CPNC), tém-se 0 comportamento
das populacdes mediante tratamento com CPNC. Na figura D, tem-se os resultados apresentados como

média £ EPM, com *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (CT).

5.5.2 Espécies reativas de oxigénio (EROs) citoplasmaticas

O aumento da producdo de EROs foi mensurado por meio da marcagdo com o
DCFH-DA e sua fluorescéncia é exposta em um histograma. O resultado pode ser notado
pelo aumento da intensidade da fluorescéncia e pelo desvio a direta do histograma (Figura
16).

O histograma gerado pelo tratamento com a chalcona pode ser visualizado na
Figura 16A. Com a concentracdo de 250 uM houve um aumento significativo das EROs,
pois é visivel que houve um desvio a direita do grafico. Esse resultado é ainda mais
notavel com o tratamento de 500 pM, indicando um aumento de EROs com o aumento

da concentragédo do tratamento.
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Figura 16 - Intensidade de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas tratadas com a chalcona CPNC
marcadas com DCFH2-DA por citometria de fluxo.
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Legenda: CT — controle. Os dados estdo apresentados como média + EPM.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.5.3 Potencial transmembranico mitocondrial (A¥m)

O ultimo ensaio de citometria de fluxo foi realizado para avaliar o efeito do

tratamento sobre o potencial transmembranico mitocondrial (A¥m). Esse resultado é

dado pelo desvio a esquerda visualizado no grafico de histograma gerado, apontando uma

reducdo no AWm. Resultado este causado pelo tratamento com a chalcona (Figura 17),

nas concentragdes de 250 e 500 uM. Nas duas concentragdes houve diminuicdo no

potencial transmembranico da mitocéndria do parasito. A Figura 17B mostra também

uma reducdo na intensidade da fluorescéncia, apontando que houve redugéo.
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Figura 17 - Intensidade de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas tratadas com a chalcona CPNC
marcadas com Rho123 por citometria de fluxo.
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Legenda: CT — controle. Os dados estdo apresentados como média + EPM.
Fonte: Elaborada pela autora.

5.6 Docking molecular
5.6.1 Tripanotiona redutase (TCTR)

As interacdes entre a molécula de CPNC, BZN e o inibidor QUM com a enzima
TCTR estdo dispostas na Figura 18, assim as energias de afinidade e os valores de RMSD
estdo apresentadas na Tabela 2. As interacdes atenderam o critério de aceitabilidade, com
RMSD<2,0 A.

Na Figura 18, é possivel visualizar que CPNC interagiu no mesmo sitio que QUM,
com energia de afinidade maior do que a observada para o inibidor cocristalizado. BZN

interagiu com outra subunidade da enzima, assim como a molécula de QUM.
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Figura 18 - Complexo e mapas de interacdo dos ligantes com a enzima TcTR.

QUM Benznidazole
-6.1 Kcal/mol -7.4 Kcal/mol

Pro-398
-7.2 Kcal/mol
B Protein  -eee Hydrophobic Interaction
B Ligand — Hydrogen Bond

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2 - Energia de afinidade e valores de RMSD dos complexos formados pelos ligantes e a enzima

tripanotiona redutase obtidos por docking molecular.

Tripanotiona Redutase (TcTR)

Ligantes Energia de afinidade RMSD
(Kcal/mol) (A)
CPNC -7,2 1,684
BZN -7,4 1,362
QUM -6.1 0,825

Legenda — QUM: mostarda de quinacrina; RMSD (Root Mean Square Deviation).

Fonte: Elaborado pela autora.

Quanto aos tipos de interacdes, como mostra na Tabela 3, CPNC formou
interacbes hidrofébicas entre seu anel B e os residuos de aminoacidos PRO398A,
LEU399A, PRO462A e LYS546B da enzima. Formou ligacGes de hidrogénio entre o
grupo 2-hidroxi do anel A com os residuos GLU467A e SER470A. E ocorreram ligacdes
de hidrogénio entre a porcdo 4-metoxi do anel A de CPNC e o residuo GLU466A da

enzima.
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BZN formou interacbes hidrofobicas com o residuo ILE200B, ligacdo de
hidrogénio com o residuo THR335B e uma interacdo do tipo m-stacking com o residuo
PHE199B.

O inibidor QUM formou intera¢fes hidrofébicas nos residuos TYR111A e
ILE339A, ligacédo de hidrogénio com o residuo TYR111A e uma ligagdo halogénica com
o0 residuo SER110A.

Tabela 3 - Intera¢des entre os ligantes com a enzima tripanotiona redutase.

Ligantes Residuos de Interacdo Distancia

Aminoéacido (A)

PRO398A Interacdo Hidrofobica 3,90

PRO462A Interacdo Hidrofobica 3,53

LEU399A Interacdo Hidrofdbica 3,61

LEU399A Interacdo Hidrofobica 3,83

CPNC LYS546B Interacdo Hidrofobica 3,83
GLU466A Ligacdo de Hidrogénio 3,60

GLU467A Ligacdo de Hidrogénio 2,34

SER470A Ligacéo de Hidrogénio 2,25

ILE200B Interacdo Hidrofobica 3,60

THR335B Ligacdo de Hidrogénio 2,95

BZN THR335B Ligacéo de Hidrogénio 2,76
PHE199B n-Stacking 5,00

TYR111A Interacdo Hidrofdbica 2,63

ILE339A Interacdo Hidrofobica 3,52

QUM* TYR111A Ligacdo de Hidrogénio 3,20
SER110A Ligacdo Halogénica 3,63

SER110A Ligacdo Halogénica 3,12

Legenda - *QUM: mostarda quinacrina.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.6.2 Cruzaina (TcCr)

As simulacdes de interacbes com a enzima cruzaina, apresentadas no complexo
da Figura 19 mostram que a molécula de CPNC interagiu em um sitio diferente do

inibidor KB2, diferente do BZN, que interagiu na mesma subunidade do inibidor KB2.

A Tabela 4 mostra que as interacdes estavam dentro do critério de aceitabilidade,
com RMSD<2,0 A. Além disso, mostra as energias de afinidade, em que as interacées da
enzima com CPNC e BZN apresentaram energia de afinidade maiores que a do inibidor
KB2.

Figura 19 - Complexo e mapas de interacdo dos ligantes com a enzima cruzaina (TcCr).

KB2 Benznidazole
-5.8 Kcal/mol -6.0 Kcal/mol

B Protein  --ee- Hydrophobic Interaction
-6.4 Kcal/mol W Ligand — Hydrogen Bond

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 4 - Energia de afinidade e valores de RMSD dos complexos formados pelos ligantes e a enzima

cruzaina obtidos por docking molecular.

Cruzaina (TcCr)

Ligantes Energia de afinidade RMSD
(Kcal/mol) (A)
CPNC -6,4 1,934
BZN -6,0 1,590
KB2* -5,8 1,858

Legenda — *KB2: inibidor tetrafluorofenoximetil cetona; RMSD (Root Mean Square Deviation).

Fonte: Elaborado pela autora.

As interacBes ocorridas entre os ligantes e a enzima TcCr estdo listadas na Tabela

5, que mostra que CPNC realizou interacBes hidrofobicas entre o anel B e o residuo

LEU45A; e ligacOes de hidrogénio entre a porcdo 2-hidroxi no anel A de CPNC e os
residuos GLY42A e HIS43A. O BZN formou interacGes hidrofobicas com os residuos de
aminoacidos TRP184A e TRP188A, ligacdo de hidrogénio com o residuo GLN21A e
uma interagdo do tipo m-stacking com residuo TRP184A. A molécula inibidora KB2

formou interagBes hidrofébicas com o residuo LEU67A e gerou ligagdes de hidrogénio

com os residuos de aminoacidos GLN19A, CYS25A e GLYG66A.

Tabela 5 - Interagdes entre os ligantes com a enzima cruzaina.

Ligantes Residuos de Interacéo Distancia (A)

Aminoacido
LEU45A Interacdo Hidrofobica 3,82
LEU45A Interacdo Hidrofobica 3,63

CPNC GLY42A Ligacio de Hidrogénio 3,57
HIS43A Ligacdo de Hidrogénio 2,04
TRP184A Interacdo Hidrofobica 3,52
TRP184A Interacdo Hidrofobica 3,78

BZN TRP184A Interacdo Hidrofébica 3,67
TRP188A Interacdo Hidrofobica 3,99
GLN21A Ligacdo de Hidrogénio 3,54
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TRP184A n-Stacking 4,54
LEUG7A Interacdo Hidrofobica 3,88
LEUG7A Interacdo Hidrofobica 3,59
KB2* GLN19A Ligacéo de Hidrogénio 2,28
CYS25A Ligacdo de Hidrogénio 2,18
GLYG66A Ligacdo de Hidrogénio 1,87
GLYG66A Ligacéo de Hidrogénio 2,27

Legenda - *KB2: inibidor tetrafluorofenoximetil cetona.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo provocada por T. cruzi causa a doenca de Chagas, uma doenca
negligenciada, para a qual o benznidazol e nifurtimox sdo os Unicos farmacos para o
tratamento disponiveis no mercado. Embora sejam mais eficazes na fase aguda da
infeccdo, a eficacia diminui na fase crénica. Além disso, o perfil de seguranca de ambos
os farmacos esté longe do ideal, apresentando eventos adversos frequentes e altas taxas
de descontinuacéo do tratamento, principalmente em adultos (MULLER KRATZ et al.,
2018; PEREZ-MOLINA et al., 2021). Dessa forma, é urgente a necessidade de identificar

substancias eficazes e seguras para o tratamento.

Nesse sentido, substancias de origem natural tem sido avaliadas como candidatas
a agentes antichagésicos e tripanocidas, como terpenos (DE MENEZES et al., 2019),
flavonoides (MARINHO et al., 2021) e outros compostos fendlicos, como € o caso das
chalconas. As chalconas sdo compostos que podem ser de origem natural, semissintéticas
ou sintéticas (FERREIRA et al., 2018). As chalconas sintéticas tém sido exploradas
devido a flexibilidade na sua obtencdo. Um grande nimero de rotas sintéticas foi relatado
para a sintese de chalconas, sendo a mais comum a condensacdo de Claisen-Schmidt em
meio basico (NARENDER et al., 2011).

Essas substancias apresentam diversas atividades bioldgicas ja estudadas, e isso
se deve principalmente as possiveis substituicdes nos seus anéis aromaticos (SILVA et
al., 2020). Adicionalmente, alteracbes na cadeia alifatica podem ser estratégias para
melhora na atividade bioldgica de moléculas e reducéo de toxicidade (KASEMETS et al.,
2006; MAGALHAES et al., 2022; WANG et al., 2008; YONG et al., 2007). Neste
trabalho, foi testada a atividade tripanocida de uma chalcona produzida a partir da
condensacdo do cinamaldeido com uma acetofenona extraida das folhas da planta Croton

anisodontus, encontrada no semi-arido brasileiro.

A chalcona (2E,4E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-
ona (CPNC) é um composto inédito, ainda ndo estudado na doenca de Chagas. Porém,
diversas chalconas foram estudadas quanto a atividade antiprotozoaria, como anti-
leishmania e antichagésica (APONTE et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2022; GOMES
et al., 2019; GRIEBLER et al., 2021a; MAGALHAES et al., 2022). Devido a presenca
de determinados grupos quimicos, chalconas naturais e analogos manifestam atividade

contra formas parasitérias de espécies de Leishmania spp. (DE MELLO et al., 2018a). A
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atividade antiparasitaria desse grupo de moléculas em formas amastigotas e
promastigotas de Leishmania amazonensis (BOECK et al., 2006) e Leishmania
braziliensis (DE MELLO et al., 2016) tem sido extensivamente descrita.

Assim, considerando as similaridades filogenéticas, estruturais e bioguimicas
evidentes entre Leishmania sp. e T. cruzi (BARTHOLOMEU et al., 2021), o efeito
inibitorio de chalconas sobre as formas de vida de T. cruzi tem sido foco de estudo de
grupos de pesquisa nos ultimos anos. Alguns autores estudaram a atividade in vitro de
chalconas sintéticas sobre alvos de T. cruzi (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015),
como a enzima cruzaina, mostrando o potencial dessas moléculas como inibidoras dessa
enzima (BORCHHARDT et al., 2010) e possiveis agentes tripanocidas. Griebler e
colaboradores (2021) avaliou a atividade de extratos de Lonchocarpus cultratus, onde
detectou a presenca de chalconas, e estes apresentaram atividade contra formas

tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi.

Recentemente, o efeito de trés chalconas produzidas a partir da acetofenona de C.
anisodontus, foi descrito, demonstrando efeito sobre as trés formas de vida de T. cruzi e
causando morte celular caracterizada por dano a membrana plasmatica, estresse oxidativo
e alteracdo do potencial transmembranico mitocondrial (MAGALHAES et al., 2022).
Dentre elas, a chalcona protétipo do grupo (CPNB) apresentou toxicidade nas
concentracdes testadas, o que limitou a realizacdo de analises adicionais. A molécula
estudada no presente trabalho possui estrutura similar & de CPNB com alongamento da
cadeia alifatica. Dessa forma, foi possivel observar que esse alongamento foi eficaz na

otimizacdo do efeito tripanocida e na reducéo da citotoxicidade.

No presente estudo, foi descrita pela primeira vez o efeito tripanocida da chalcona
(2E,4E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona, bem como as
suas interacOes tedricas com as enzimas cruzaina e tripanotiona redutase de T. cruzi.
Foram realizados estudos de atividades bioldgica e teorica para avaliar seus efeitos em
células hospedeiras e nas principais formas evolutivas de T. cruzi. Foi utilizada a cepa Y
de T. cruzi, uma variante isolada de um paciente acometido, que apresenta alta capacidade

infectante in vitro e é parcialmente resistente ao BZN (FRANCO, 2018).

Inicialmente, CPNC foi avaliada quanto a sua citotoxicidade em células
hospedeiras LLC-MK2. Esse ensaio é realizado com o objetivo de selecionar moléculas

menos tdxicas, bem como para determinar as concentragdes a serem utilizadas nos ensaios
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posteriores. As células LLC-MK?2 sdo utilizadas nesse ensaio por serem as células de
escolha para o modelo de infeccdo in vitro e por serem de féacil cultivo (ADADE;
SOUTO-PADRON, 2010).

A molécula em estudo apresentou toxicidade nas concentracGes entre 62,5 e 1000
MM, com CCsp de aproximadamente 355,5 uM. Em comparacdo, BZN apresentou CCso
de 537,8 uM. CPNB, avaliada por Magalhées e colaboradores (2022), apresentou CCsg
de 60,4 uM. Ou seja, o0 alongamento da cadeia carboénica reduziu a toxicidade da CPNC
em quase 6 vezes, quando comparada a chalcona protétipo do grupo. E possivel que o
efeito bioldgico observado nas chalconas seja relacionado a presenca do grupo funcional
cetona a,B-insaturada, em conjugacdo com o grupo carbonila, que se comporta como um
potencial aceptor de Michael (ZHUANG et al., 2017).

Os resultados do tratamento com a CPNC sobre formas epimastigotas mostram
um efeito antiproliferativo, ja que essa forma é capaz de se multiplicar sem a necessidade
de infectar células hospedeiras. Os epimastigotas sdo a forma de vida presente apenas no
inseto triatomineo e, embora a forma tripomastigota seja a responsavel pela infecgdo no
ser humano, geralmente, compostos ativos contra a forma epimastigota frequentemente
correspondem aos compostos com atividade anti-tripomastigota (CAPUTTO et al., 2012).
Sédo de cultivo mais facil, mantidas em suspensao em meio liquido sem a necessidade de
infeccdo de células de mamifero (ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000a). Adicionalmente,
expressam enzimas importantes para a sobrevivéncia do parasito, como cruzaina e
tripanotiona redutase, de forma similar ao observado para tripomastigotas (KRAUTH-
SIEGEL et al., 1987; PARIONA-LLANOS et al., 2015; SAJID et al., 2011). Assim, sdo
modelos viaveis para a triagem de substancias com potencial tripanocida. A observacao

de efeito em epimastigotas indica possivel efeito em tripomastigotas.

Borges-Argéez e colaboradores (2009) avaliaram o efeito da isocordoina, uma
chalcona natural isolada da raiz de Lonchocarpus xuul, juntamente com seus analogos,
sobre formas epimastigotas e observaram um efeito antiparasitario promissor em um dos
anélogos, com ICsp menor que de BZN. Um extrato hexanico de Lonchocarpus cultratus,
contendo as chalconas derricina e lonchocarpina em sua composi¢do, também mostrou
uma atividade contra formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas
(BORTOLUZZI et al., 2021).
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Nos estudos de Magalhdes e colaboradores (2022), CPNB apresentou efeito em
formas epimastigotas com um valor de 1Cso sendo o dobro da ICso de CPNC. Ou seja, o
aumento da cadeia carbdnica em CPNC também propiciou um efeito maior e mais toxico

sobre as formas epimastigotas.

No efeito sobre as formas tripomastigotas, a molécula de CPNC teve uma
atividade 3,42 vezes mais tripanocida do que CPNB (MAGALHAES et al., 2022). Além
disso, uma molécula do grupo 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenilchalconas substituida com
grupo nitro no anel B também mostrou atividade tripanocida em formas tripomastigotas
de T. cruzi (MATOS et al., 2022). Gomes e colaboradores (2019) sintetizaram e avaliaram
a atividade de 36 chalconas e reforcaram que caracteristicas moleculares sdo
fundamentais para um eficiente potencial antitripanossoma das chalconas, como grupos

alilicos, sistema carbonilico a,B-insaturado e grupos hidroxilas aromaticos.

Quando comparado ao BZN, o efeito sobre as formas infectantes de T. cruzi foi
2,21 vezes maior. Para a chalcona em estudo, o0 valor necessario para diminuir 50% da
populagdo viavel das formas tripomastigotas (LCso) foi de 48,33 uM, e o de BZN foi de
161,40 uM. Assim, o indice de seletividade de CPNC foi de 7,36 e o de BZN foi de 3,33,
indicando que CPNC ¢é 2,21 vezes mais seletiva para o parasito do que para as células
hospedeiras, quando comparada ao farmaco de referéncia. O indice de seletividade € um
parametro importante e interessante para determinar compostos com atividade
antiparasitaria especifica (PENA et al., 2015). Em comparacdo 8 CPNB (MAGALHAES
et al., 2022), o indice de seletividade foi ainda maior. O que reforca que alongamento da
cadeira alifatica da chalcona aumentou a seletividade de CPNC sobre as formas

tripomastigotas.

O T. cruzi estabelece infeccdo intracelular na maioria das células nucleadas do
hospedeiro onde escapa de seu vacuolo parasitoforo derivado de lisossomos, logo apés a
entrada na célula hospedeira quando tripomastigota e se desenvolve na forma amastigota,
que estabelece residéncia citosdlica e se replica por fissao binaria (APT, 2010). Para que
se tenha um farmaco com acdo contra T. cruzi, é essencial que esse composto tenha uma
acdo em formas amastigotas, pois é a fase de replicacdo do parasito no hospedeiro
vertebrado, produzindo mais tripomastigotas. Amastigotas se proliferam dentro da célula
hospedeira, sendo esta uma barreira para a acao dos farmacos (LENTINI; DOS SANTOS
PACHECO; BURLEIGH, 2018). Dessa forma, se faz necessario que o farmaco seja capaz
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de adentrar a membrana da célula para, entdo, alcancar os parasitos intracelulares e

exercer uma agao contra estes.

A atividade antiamastigota foi avaliada com concentracGes decrescentes da
CPNC, a partir daquela que nao foi toxica para as células hospedeiras. Conforme os
resultados do presente estudo, CPNC diminuiu a quantidade de células infectadas e
também a quantidade de amastigotas dentro das células infectadas em todas as
concentracgdes testadas (3,9 a 31,5 uM). Sendo assim, foi capaz de diminuir a proliferacdo
destes parasitos. Outros autores demonstraram o efeito de chalconas sintéticas e hibridas
sobre amastigotas de leishmaniose, que séo as formas intracelulares proliferativas de
Leishmania sp. (AUCAMP; N’DA, 2022; DE MELLO et al., 2018).

O efeito visualizado na atividade antiamastigota de CPNC pode estar associada a
algumas caracteristicas fisico-quimicas observadas nas chalconas, como baixo peso
molecular e alta lipofilicidade. Essas caracteristicas permitem alta permeacdo por
membranas biologicas (THAPA et al., 2021), o que favorece a entrada de substancias nas
células infectadas e a interacdo com os amastigotas intracelulares. Além disso, 0
alongamento na cadeia alifatica também aumenta a lipofilicidade da molécula.

A condensacdo de Claisen-Schmidt é a mais comum para a preparacdo de
chalconas e substituicbes nos anéis com grupos funcionais como hidroxilas, metoxis e
halogénicos aumentam a caracteristica lipidica dessas moléculas. Essa caracteristica em
farmacos possibilita que estes permeabilizem barreiras celulares e consigam chegar ao
interior da célula (THAPA et al.,, 2021). Pinto e colaboradores (2019) avaliou a
lipoficilidade de 27 chalconas e observou que alteracdes nos anéis aromaticos A e/ou B
designam diferentes atividades nessas moléculas. A CPNC possui insaturagdes, grupos
metoxi e hidroxila no anel A e carbonila que podem conferir uma lipofilicidade
interessante para esta chalcona, como também pode explicar como essa molécula permeia
a membrana e promove uma acdo antiamastigota. Além disso, estudos sugerem que
mudancas nos anéis A e B podem melhorar a seletividade contra as formas evolutivas do
T. cruzi. Gonzélez e colaboradores (2021) observaram que a interacdo de grupos hidroxila
e isoprenil em diferentes posicGes dos anéis arométicos podem aumentar a atividade
tripanocida, como, por exemplo, a presenca de uma hidroxila em posi¢do adjacente a

carbonila no anel A.
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Um outro estudo observou que substituicBes halogénicas com cloro no anel B
aumentaram a seletividade da chalcona estudada ao diminuir a toxicidade em células
hospedeiras e manter o efeito sobre formas tripomastigotas, além de ter diminuido a
quantidade de células infectadas e de amastigotas intracelulares (MAGALHAES et al.,
2022). O contrario foi observado para BZN, que possui baixa permeabilidade com
consequente prejuizo na penetragdo da membrana plasmatica para acesso aos amastigotas
intracelulares, sendo estes inconvenientes associados ao tratamento com este farmaco
(MORILLA; ROMERO, 2015).

Apos os experimentos de citotoxicidade e atividade tripanocida, foram avaliados
0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos no tratamento com a chalcona, utilizando
citometria de fluxo. A citometria de fluxo é interessante para avaliacdo de processos
celulares, incluindo expressdo de marcadores de superficie, citocina intracelular e
sinalizacdo proteinas ou ciclo celular (JAHAN-TIGH et al., 2012; MCKINNON, 2018;
SCHMIT; KLOMP; KHAN, 2021).

Os epimastigotas foram tratados com CPNC e os resultados desse tratamento
sugerem que a molécula de 7-AAD conseguiu penetrar a membrana dos parasitos e que,
portanto, houve dano na membrana e esta perdeu sua integridade. Os percentuais desse
processo aumentaram com o aumento da concentracdo do tratamento, evidenciando o

dano na membrana do parasito.

Alteracbes caracteristicas para apoptose em parasitos protozoarios incluem
retracdo do volume celular, condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear, perda de
potencial de membrana mitocondrial e translocacdo de fosfatidilserina para o folheto
externo da membrana plasmatica, enquanto a membrana plasmatica ndo é rompida, pelo
menos durante os estagios iniciais. Em contraste, a necrose normalmente inclui aumento
do volume das células e organelas, com aumento da vacuolizagdo do citoplasma,
alteracdes na estrutura e funcdo mitocondrial, geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e, por fim, perda da integridade da membrana plasmatica (JIMENEZ-RUIZ et al.,
2010; MENNA-BARRETO et al., 2009). Portanto, de acordo com os resultados, CPNC
causou dano na membrana plasmatica do parasito. Esse resultado também é observado
em outras chalconas, que pertencem ao mesmo grupo que a CPNC, 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxifenilchalconas, como em Matos e colaboradores (2022) e as chalconas estudadas

por Magalhées e colaboradores (2022).
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A geracdo de EROs depende da capacidade do farmaco de atingir o meio
intracelular (BILA etal., 2021). Neste trabalho, houve um aumento da producéo de EROs
resultante do tratamento com a CPNC. EROs séo mediadores comuns de morte celular
programada em seres eucariontes. Em tripanossomas sanguineos encontrados no homem,
as EROs sdo produzidas durante a apoptose induzida por prostaglandina, e quando em
concentragfes mais altas pode induzir necrose (FIGARELLA et al., 2006). Porém, a
producdo de EROs no mecanismo do parasito é controversa, pois verificou-se que T. cruzi
cresce sob condicBes oxidativas tanto em macrofagos quanto in vivo, e moléculas
antioxidantes foram prejudiciais ao seu crescimento. E possivel que a producio de EROs
pelo hospedeiro vertebrado promova a infec¢édo e contribua para a cardiopatia chagasica
na fase cronica (PAIVA; BOZZA, 2014; PAIVA; MEDEI; BOZZA, 2018).

Durante a invasdo dos tripomastigotas metaciclicos as células nucleadas do
hospedeiro vertebrado, apds escaparem do fagolisossomo para o citoplasma, se
diferenciam em formas amastigotas. No citosol de macréfagos infectados, o estresse
oxidativo, ao invés de ser prejudicial ao parasito, favorece a carga de amastigotas, que
entdio se diferenciam em  tripomastigotas (CARDOSO; REIS-CUNHA;
BARTHOLOMEU, 2016).

Paiva e colaboradores (2012) mostraram que uma vez que 0 parasito atinge o
citosol dos macrdfagos, o estresse oxidativo mobiliza ferro dos estoques intracelulares do
hospedeiro, que é critico para a divisdo e o crescimento do parasito. T. cruzi é auxotrofico
para heme, um importante cofator para muitas enzimas envolvidas em processos
bioldgicos cruciais e também fonte de ferro. Mais recentemente, o heme demonstrou estar
envolvido na regulacdo da elF2a quinase (TcK2). Na auséncia de heme, TcK2 € ativo e
promove a parada do crescimento celular levando a diferenciacao de formas proliferativas
amastigotas em formas infecciosas néo proliferativas tripomastigotas (DA SILVA et al.,
2015).

As chalconas s&o moléculas antioxidantes e, assim como outras moléculas
antioxidantes. (BRAZAO et al., 2017; DE MENEZES et al., 2019; MAGALHAES et al.,
2022), CPNC mostrou aumento na producdo de EROs. Esses resultados podem implicar
que moléculas antioxidantes possam causar um desequilibrio no balango redox do

parasito e interferir na diferenciacdo do protozoario.
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Bila e colaboradores (2021) avaliou uma 2-hidroxichalcona em cepas de fungos
dermatdfitos do género Trichophyton sp. e seus respectivos biofilmes. Essa substancia
teve como alvo a molécula de ergosterol na membrana celular desses fungos, além de ter
promovido a geracdo de EROs. O ergosterol é um componente presente tanto na
membrana celular de fungos quanto em protozoarios, como o T. cruzi e este parasito pode
sintetizar esterdis endogenamente. Semelhante a espécies fungicas, o T. cruzi sintetiza
esterdis do tipo ergostano e € sensivel a uma classe de azolicos inibidores da biossintese
do ergosterol, que tem como alvo a enzima lanosterol 14a-desmetilase (CYP51)
(DUMOULIN et al., 2022; KESSLER et al., 2013).

Os resultados da citometria de fluxo também mostram que o tratamento com a
CPNC foi capaz de reduzir o potencial transmembranico mitocondrial (A¥m). Esses
dados, juntamente com a producdo de EROs, reforcam que a chalcona em estudo provoca
um estresse oxidativo e geram uma despolarizagdo na membrana mitocondrial,

semelhante ao resultado encontrado com CPNB por Magalh&es e colaboradores (2022).

A mitocondria apresenta importante fungdo no balango redox e no metabolismo
energético de parasitos tripanossomatideos, além do transporte de elétrons e producéao de
EROs, necessarios durante etapas do ciclo de vida desses seres. A producdo mitocondrial
de EROs ¢é regulada pelo estado redox do sistema de transporte de elétrons e/ou pela
magnitude do potencial de membrana mitocondrial. Enzimas antioxidantes, como a
tripanotiona redutase, trabalham como um mecanismo de defesa no desequilibrio redox e
estresse oxidativo, sendo necessérias para a sobrevivéncia do parasito (BOMBACA et al.,
2019; NOGUEIRA et al., 2017).

Nesse contexto, torna-se interessante a pesquisa de moléculas capazes de inibir
enzimas importantes para a sobrevivéncia do T. cruzi. Nos estudos in silico foi utilizado
Docking Molecular para verificar a interagcdo de duas enzimas importantes para o ciclo
evolutivo do Trypanosoma cruzi: tripanotiona redutase (TCTR) e cruzaina (TcCr). Na
simulacdo de docking realizada com os ligantes selecionados, foi feito um ranqueamento
de acordo com os valores de energia de afinidade de ligacdo obtidos. A partir destes
valores, foram selecionados os melhores ligantes (menor energia) para avaliar as

interacOes entre os residuos da enzima do parasito e do ligante.

O docking com a enzima TcTR, a chalcona formou intera¢des hidrofébicas com
os residuos de aminodcidos PRO398A, LEU399A, PRO462A e LYS546B e gerou
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ligacGes de hidrogénio com os residuos GLU466A, GLU467A e SER470A. Além disso,
interagiu no mesmo sitio que o inibidor, mostarda de quinacrina (QUM) e a energia de
afinidade foi maior do que na interagdo com o inibidor. Como descrito acima, a TCTR é
importante para 0 mecanismo de defesa do T. cruzi contra o estresse oxidativo,
mostrando-se mais um importante alvo farmacoldgico na busca por novas drogas
tripanocidas. TCTR possui uma regido hidrofébica que contém o aminoacido SER470
localizado no sitio Y e os aminodcidos PRO398 e LEU399 localizados no sitio Z da
enzima. LEU399 é substituido por MET406 na isoforma humana, uma diferenca que pode
auxiliar a projetar inibidores seletivos de TcTR (DE ARAUJO et al., 2022; DE
MOLFETTA et al.,, 2009). Colotti e colaboradores (2020) avaliaram a interacdo de
compostos de sulfeto com a enzima tripanotiona redutase de espécies de Leishmania sp.
e verificou que um dos compostos inibiu a enzima com alta eficiéncia, ao se ligar ao sitio
catalitico por meio de ligagdes de hidrogénio com residuos mais envolvidos na catalise,
dentre eles GLU466 e GLU467.

CPNB, molécula protdtipo do grupo (MAGALHAES et al., 2022) interagiu em
um sitio diferente do inibidor, o que indica que o alongamento da cadeia aberta melhorou
a interagdo da CPNC. Isto é, a alteracdo na estrutura aumentou a seletividade da CPNC,
que interagiu no mesmo sitio do inibidor QUM. Além disso, o alongamento da molécula

aumenta a hidrofobicidade, o que leva a apresentar ligacdes hidrofébicas com as enzimas.

Por fim, foi avaliado, também, a interacdo da enzima cruzaina (TcCr) com a
chalcona em estudo, que interagiu em um local diferente do inibidor,
tetrafluorofenoximetil, e realizou interacGes hidrofobicas com o residuo LEU45A e
ligacGes de hidrogénio com os residuos GLY42A e HIS43A. Trata-se de uma protease de
cisteina, enzima que catalisa a hidrolise de ligacdes peptidicas. Esta enzima é essencial
para a infeccdo de células hospedeiras e a replicacdo e metabolismo do parasito, e
desempenha mdaltiplos papéis na patogenia da doenga de Chagas (CAPUTTO et al.,
2011). Estudos em modelos animais validaram que o uso desta enzima para o controle e
eliminacgdo do T. cruzi (MARTINEZ-MAYORGA et al., 2015). De Oliveira et al., 2022)
verificaram a atividade de 17 chalconas, em que algumas inibiram a cruzaina e
apresentaram atividade tripanocida. Um outro estudo mostrou que as dihidrocalconas
apresentaram boa seletividade em suas atividades inibitorias contra as proteases de
cisteina (BURGER et al., 2014).
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Semelhante a CPNB (MAGALHAES et al., 2022), CPNC interagiu em um sitio
distinto ao inibidor KB2, com intera¢des hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio, porém as

moléculas apresentaram interacbes com residuos de aminoacidos diferentes.

Diante dos resultados discutidos, a chalcona CPNC apresentou atividade
tripanocida sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas. Ademais, também
apresentou antiamastigota e, portanto, antiproliferativa. Os resultados sugerem gue essa
acao pode vir da interacdo da chalcona com as enzimas cruzaina e tripanotiona redutase,
em especial a ultima, onde foi capaz de interagir diretamente em residuos pertencentes ao
sitio catalitico. Além disso, o possivel mecanismo de ac¢ao envolve a producéo de espécies
reativas de oxigénio, com despolarizagdo mitocondrial e perda da integridade da

membrana plasmatica.

O presente trabalho, dessa forma, demonstrou a bioatividade da chalcona em
estudo sobre T. cruzi e sugeriu seus possiveis mecanismos de acdo. Como limitacdo,
entretanto, tem-se sua baixa seletividade, considerando os critérios definidos pela OMS,
e o fato de esse ter sido um trabalho realizado unicamente in vitro. Apesar disso, os dados
aqui obtidos poderdo ser Uteis no delineamento de novas pesquisas voltadas a
compreensdo dos mecanismos moleculares de chalconas contra T. cruzi, bem como
fundamentar a realizacdo de ensaios in vivo de DC, visando o desenvolvimento de novas

moléculas antichagasicas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

CPNC apresentou efeito tripanocida sobre as formas evolutivas de Trypanosoma
cruzi. O alongamento da cadeia alifatica nesta molécula, quando comparada a outra
chalcona do mesmo grupo, diminuiu a toxicidade em células hospedeiras e aumentou a
atividade tripanocida e a seletividade no T. cruzi. Além disso, aumentou a interagdo com
enzimas importantes para o ciclo evolutivo e metabdlico do parasito, implicando numa
maior seletividade. Nas formas amastigotas, CPNC diminuiu a quantidade ceélulas

infectadas e o numero de amastigotas no interior destas células.

Ademais, CPNC provocou um dano de membrana ao parasito, que perdeu sua
integridade. Houve ocorréncia de estresse oxidativo, aumento na producdo de EROs e
diminuigdo do potencial transmembrénico mitocondrial. O efeito observado sobre as
formas de vida do parasito pode estar relacionado a possivel interagdo com as enzimas
cruzaina e tripanotiona redutase, conforme demonstrado nos ensaios de docking

molecular.
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