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RESUMO

A Tripanossomiase Americana, popularmente conhecida como doenca de Chagas, é uma
infeccdo parasitaria causada pelo Trypanosoma cruzi, por vezes negligenciada, mas que
tem se tornando endémica em paises desenvolvidos. Na fase cronica, apresenta terapia
farmacoldgica de eficacia limitada e tdxica, tornando necessario estudos em busca de
alternativas terapéuticas. As acetofenonas, que apresentam inUmeras propriedades
bioldgicas, tornam-se moléculas potenciais na pesquisa por novas substancias
tripanocidas. Desse modo, o presente estudo busca avaliar o efeito tripanocida de 2-
hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (HTMCX) in vitro e in silico sobre cepa Y de T. cruzi.
A citotoxicidade da substancia em células hospedeiras de mamiferos (LLC-MK2) foi
avaliada pelo ensaio de reducdo de MTT, sendo observada uma reducéo dos valores de
CCso (concentragdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade das células), quando
comparada ao grupo tratado com Benznidazol (Bz). A avaliagdo em formas epimastigotas
foi realizada atraves da determinacdo do percentual de parasitos viaveis, a HTMCX foi
capaz de inibir a proliferacdo celular (concentragdo e tempo dependentes) em todas as
concentracbes testadas (31,2; 62,5; 125; 250; 500; 1000 pM). Sob as formas
tripomastigotas, demonstrou capacidade de matar 50% dos parasitos (LCso) nas quatro
maiores concentragdes testadas (125, 250, 500 e 1000 uM), sendo, a maior concentracao
capaz de matar cerca de 98,82% dos parasitos. Quando avaliada a relacdo entre
citotoxicidade do composto para células hospedeiras de mamiferos e o indice de
seletividade (IS: CCso/LCso), a substancia apresentou melhor seletividade (5,66) quando
comparada com Bz (3,11). HTMCX foi capaz de reduzir o percentual de células
infectadas, bem como do ndmero de parasitos intracelulares, demonstrando, portanto,
efeito antiamastigotas. Por meio dos ensaios de citometria de fluxo, foi possivel inferir
possiveis mecanismos semelhantes a necrose e morte celular, bem como a ocorréncia de
estresse oxidativo, através do aumento da produgdao de ERO e redugdao do A¥Ym. Nas
simulac@es de docking, HTMCX interagiu com residuos de tripanotiona redutase (TR), 0
que pode elucidar os efeitos bioldgicos apresentados. Assim, observou-se que a molécula
em estudo demonstrou efeito tripanocida nos ensaios realizados, bem como significante
reducdo da toxicidade sobre céelulas hospedeiras. A inibicdo de enzimas essenciais do
parasito pode estar relacionada a um possivel mecanismo de a¢do, evidenciados através

da inducédo da morte celular mediada por dano de membrana e pelo estresse oxidativo.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Acetofenona; Tripanotiona Redutase.



ABSTRACT

American Trypanosomiasis, popularly known as Chagas disease, is a parasitic infection
caused by Trypanosoma cruzi, sometimes neglected, but which has become endemic in
developed countries. In the chronic phase, it presents pharmacological therapy with limited
and toxic efficacy, making studies necessary in search of therapeutic alternatives.
Acetophenones, which have numerous biological properties, become potential molecules in
the search for new trypanocidal substances. Therefore, the present study seeks to evaluate
the trypanocidal effect of 2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyacetophenone (HTMCX) in vitro and
in silico on T. cruzi strain Y. The cytotoxicity of the substance in mammalian host cells
(LLC-MK?2) was evaluated by the MTT reduction assay, with a reduction in CCsg values
(concentration capable of reducing cell viability by 50%) observed, when compared to the
treated group with Benznidazole (Bz). The evaluation of epimastigote forms was carried
out by determining the percentage of viable parasites, HTMCX was able to inhibit cell
proliferation (concentration and time dependent) at all concentrations tested (31.2; 62.5;
125; 250; 500; 1000 uM). In the trypomastigote forms, it demonstrated the ability to kill
50% of the parasites (LCso) in the four highest concentrations tested (125, 250, 500 and
1000 puM), with the highest concentration capable of killing around 98.82% of the parasites.
When evaluating the relationship between the compound's cytotoxicity for mammalian host
cells and the selectivity index (IS: CCso/LCsp), the substance showed better selectivity (5.66)
when compared to Bz (3.11). HTMCX was able to reduce the percentage of infected cells,
as well as the number of intracellular parasites, therefore demonstrating an anti-mastigote
effect. Using flow cytometry assays, it was possible to infer possible mechanisms similar to
necrosis and cell death, as well as the occurrence of oxidative stress, through increased ROS
production and reduced A¥Ym. In docking simulations, HTMCX interacted with
trypanothione reductase (TR) residues, which can elucidate the biological effects presented.
Thus, it was observed that the molecule under study demonstrated a trypanocidal effect in
the tests carried out, as well as a significant reduction in toxicity on host cells. The inhibition
of essential parasite enzymes may be related to a possible mechanism of action, evidenced

through the induction of cell death mediated by membrane damage and oxidative stress.

Keywords: Chagas Disease; Acetophenone; Tripanothione Reductase.
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1 INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

1.1. Historico e epidemiologia da doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi, € uma condicdo que pode ser assintomatica, mas que pode
progredir para formas cardiaca e/ou digestiva (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Foi
descrita pela primeira vez no ano de 1909 no municipio de Lassance, pelo médico,
pesquisador e cientista, Dr. Carlos Chagas (Figura 1) (CHAO; LEONE; VIGLIANO,
2020).

Figura 1: Médico-sanitarista brasileiro Carlos Chagas.

Fonte: Acervo Biografia resumida — Carlos Chagas. Acesso em 27/06/2023.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2023), a DC
faz parte do rol de doencas tropicais negligenciadas (DTN ou NTD), que afetam as
populagdes que vivem em condi¢Oes de pobreza e vulnerabilidade social. Com relagéo
aos determinantes bioldgicos, podemos citar a viruléncia do parasito e a suscetibilidade
das pessoas afetadas, ja sobre os determinantes sociais temos pobreza, alimentacao,
moradia e educacdo, entre outros (PEREIRA-SILVA et al., 2022).

A DC foi originada e distribuida extensivamente no continente americano
(Figura 2), onde foi popularmente denominada de Tripanossomiase Americana.

Devido ao grande processo de migracdo das populacdes pelo mundo, a DC espalhou-



se mundialmente. Atualmente, é considerada um dos problemas de salde publica mais
graves na Ameérica Latina, sendo uma das endemias mais amplamente distribuida no
continente (WHO, 2023).

Figura 2: Distribuicdo endémica continental da DC.

@ Endémica

) N3o endémica, mas presente

Fonte: Adaptado de DNDI, 2020. (https://dndial.org/doencas/doenca-de-chagas/). Acesso em
27/06/2023.

Em areas endémicas, estima-se que existam em torno de 6 a 7 milhdes de
pessoas infectadas pelo T. cruzi. E que anualmente no mundo morrem,
aproximadamente, 6 mil pessoas, em decorréncia das complicacées da DC na fase
crbnica. A transmissdo aos humanos normalmente ocorre de modo vetorial, através do

contato com os excrementos (urina e fezes) de triatomineos infectados (OMS, 2023).

De acordo com o Boletim Epidemioldgico de 2021, foram confirmados 146
casos de DC no territorio brasileiro, com uma taxa de letalidade de 2% (3/146), sendo
que todos os dbitos ocorreram no estado do Para. A regido Norte apresentou a maior
taxa de incidéncia da doenca (0,74/100.000 habitantes), enquanto as regides Sudeste,
Sul e Centro-Oeste as menores taxas (0,00/100.000 habitantes), com destaque para a
ultima, a qual nenhum caso foi registrado. A regido Nordeste apresentou uma taxa de
incidéncia de 0,01/100.000 habitantes. Quanto a mortalidade, entre marc¢o e agosto de
2020, foram notificados 1.746 6bitos por DC, predominantes nas regides Nordeste e
Sudeste. No entanto, é possivel que haja uma significativa taxa de subnotificacdo em
decorréncia da pandemia ocasionada por SARS-CoV-2 (BRASIL, 2021; ZAIDEL et
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al., 2020).

No Ceara, o Laboratorio Central de Saude Publica do estado do Ceara
(LACEN) realizou 37.188 testes para DC cronica. Ao todo, foram registradas 1.062
amostras positivas para DC, no periodo de 2015 a 2020, ou seja, cerca de 3% do total.
Ainda nesse periodo, 327 6bitos foram registrados, apresentando uma mortalidade de
0,8 0bito/100.000 habitantes, com prevaléncia no sexo masculino. Com relacdo a
transmissdo vetorial, o estado apresenta 64 (34,81%) municipios com alto risco, 69
(37,5%) com médio risco e 51 (22,7%) com baixo risco (CEARA, 2021).

1.2. Sinais, sintomas e transmissao da doenca de Chagas

A DC apresenta evolucéo clinica em duas fases: aguda e cronica. Durante a fase
aguda, é comum a presenca de sintomas como febre, fadiga, inchaco nas palpebras,
ganglios linfaticos inchados, dor muscular, dor de cabeca e inchago no local da picada
do inseto vetor. Além disso, pode ocorrer inchago e vermelhiddao em torno dos olhos,
conhecido como "sinal de Romafa" (Figura 3). Outros sintomas podem incluir falta de
apetite, nduseas, vomitos e diarreia. Ainda nesta fase, o parasito é detectavel no sangue

por exames laboratoriais (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Com o tempo, a maioria

das pessoas infectadas entra em uma fase assintomatica crénica da doenca. Cerca de 1-
5% de todos os casos agudos desenvolvem uma fase aguda severa, com ocorréncia de

manifestacdes como meningoencefalite e miocardite (SIMOES et al., 2018).

Figura 3: Sinal de Romand em uma crianga.

}

- sy 3

Fonte: CDC image courtesy of the WHO/TDR Image Library, 2023. (Disponivel em:

https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/image/sinal-de-roma%C3%B1a). Acesso em
27/06/2023.

A fase cronica da DC é caracterizada pela auséncia de sintomas ou pela
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presenca de sintomas leves e inespecificos que podem se desenvolver décadas apds a
infeccdo inicial. Os principais 6rgdos afetados na fase crénica sdo o coragéo, o sistema
digestivo e o sistema nervoso (SIMOES et al., 2018). Os sintomas podem variar
amplamente de uma pessoa para outra, dependendo dos 6rgdos afetados. No sistema
cardiovascular, a doenca pode levar a alteracbes no funcionamento do coracéo,
causando arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca congestiva, dilatacdo do coracao
(cardiomiopatia chagasica) e trombose intracardiaca. Nesta fase, a carga parasitaria

apresenta-se baixa ou indetectavel e a sorologia permanece positiva (FIOCRUZ, 2017).

No sistema digestivo, podem ocorrer problemas como dilatacéo e disfuncéo do
esdfago e do cdlon, causando dificuldade de degluticdo, regurgitagdo, constipacdo ou
diarreia cronica, além de danos ao figado e ao baco. No sistema nervoso, a Doenca de
Chagas pode causar danos aos nervos periféricos e ao sistema nervoso central,
resultando em sintomas como fraqueza muscular, dificuldades de coordenacdo e
movimento, tremores, alteracdes de sensibilidade e problemas (ECHAVARRIA et al.,
2021; PUNUKOLLU et al., 2007; VELASCO; MORILLO, 2020; PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018).

Destaca-se que nédo sdo todas as pessoas infectadas que desenvolvem a fase
cronica da doenca, bem como ndo sdo todas que a desenvolvem que apresentam
sintomas graves. No entanto, as complicagdes cronicas da DC podem ser graves e
afetar significativamente a qualidade de vida dos pacientes. Os danos aos 6rgaos
decorrentes da infeccdo pelo parasito sdo secundarios ao efeito direto, relacionados
sobretudo a reacdo imune com a finalidade de controlar o parasito, através da ativacao
das respostas imunes inata e humoral (BERN, 2015). O diagndstico e tratamento

precoces sao fundamentais para evitar a progressao da doenca e suas complicagdes.

As principais vias de transmissdo sdo classificadas como primérias e
secundarias. A transmissao primaria ocorre atraves da picada de triatomineos (vetorial,
a forma mais comum de transmissdo), congénita e oral. Enguanto as vias de
transmissdo secundaria incluem a transfusdo sanguinea, transplante de Orgaos,
acidentes de laboratorio, manuseio de animais infectados etc. E importante ressaltar
que a transmissdo secundaria da DC é menos comum do que a transmissdo primaria,
que ocorre principalmente através da picada de triatomineos e da transmissao congénita
doadores (COURA, 2015).

Como mencionado, a principal forma de transmissdo da DC se da através de
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insetos conhecidos como triatomineos ou barbeiros, que sdo vetores naturais do
parasito. Esses insetos sdo encontrados principalmente em areas rurais e carenciais da
Ameérica Latina, onde a doenca é endémica. A infecgdo ocorre quando o vetor infectado
pica uma pessoa e defeca proximo ao local da picada, permitindo que os parasitos
penetrem no corpo através da pele ou das mucosas, como a conjuntiva do olho ou a
mucosa bucal. A pessoa pode se infectar ao cogar a picada e introduzir o parasito pelo

contato com as mucosas ou através de lesdes na pele (ARGOLO et al., 2008)

E importante ressaltar que a DC néo é transmitida de pessoa para pessoa, exceto
nos casos de transmiss@o congénita. Esta pode ocorrer durante qualquer fase da
gestacdo, especialmente a partir do sexto més até o parto, através da disseminacao
hematogénica, podendo ocasionar nascimentos prematuros e abortos espontaneos
(SANTANA et al., 2020).

1.3. Fisiologia e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

No ciclo biolégico do T. cruzi existem dois hospedeiros: o invertebrado e o
vertebrado. Durante o0s seus estdgios de desenvolvimento, evidenciam-se trés
principais formas de sobrevivéncia: epimastigota, tripomastigota e amastigota (Figura
4). As diferencas morfoldgicas entre essas formas sdo: o formato, a disposicdo e de
onde emergem o flagelo e a membrana ondulante, além da posic¢ao do cinetoplasto em
relacdo ao nucleo celular (FIOCRUZ, 2017).

Figura 4: Principais formas de desenvolvimento do T. cruzi.
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Epimastigata Tripomastigota Amastigota

Cinetoplasto

Fonte: Adaptado
dehttps://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/3851034/mod_resource/content/3/Aula%20Trypanosoma%
20cruzi%20para%20Enfermagem%20junto%20com%20aula%?20pratica%202015.pdf. Acesso em
08/07/2023.

A forma epimastigota apresenta cinetoplasto em forma bastdo localizado

19



anteriormente ao nucleo. O flagelo surge a partir da bolsa flagelar com abertura lateral,
aderindo a parte do corpo do parasito, tornando-se desprendido na regido anterior. Pode
ser encontrado no tubo digestivo do inseto vetor. A forma tripomastigota exibe formato
cinetoplasto com formato arredondado localizado na regido posterior ao nucleo, flagelo
emergindo da bolsa flagelar invisivel. Esta forma é potencialmente infectante, podendo
ser encontrada no inseto vetor (no reto e na por¢do posterior do intestino), sangue e
espaco intercelular dos hospedeiros vertebrados, culturas de células infectadas, cultivo
axénico (metaciclogénese in vitro). A forma amastigota é arredondada, possui
cinetoplasto em forma de bastdo na regido anterior ao nucleo, flagelo invisivel e curto
que emerge da bolsa flagelar. Pode ser encontrada no interior de células em hospedeiros

infectados, bem como em cultivo axénico (FIOCRUZ, 2017).

O ciclo de vida inicia-se quando o triatomineo infectado realiza o repasto
sanguineo, depositando na pele do hospedeiro vertebrado seus dejetos contendo formas
tripomastigotas metaciclicas. Estas penetram pelo local da picada, atingem a corrente
sanguinea e sdo levadas para diferentes tecidos. Nas células, elas provocam mudancas
na estrutura da membrana plasmatica, permitindo a sua internaliza¢do. Dessa forma, a
célula infectada retém o parasito em uma estrutura denominada por vactolo
parasitoforo (BERN et al., 2019).

Prontamente, os lisossomos celulares se fundem ao vacuolo parasitéforo, dando
origem ao fagolisossomo. A liberagdo das enzimas apés a fusdo favorecem a
eliminacdo dos parasitos. No entanto, as formas tripomastigotas se diferenciam em
amastigotas, resistentes aos mecanismos de defesa celular, e assim, multiplicam-se
mitoticamente e diferenciam-se em novas formas de tripomastigotas, que provocam
lise celular e passam para a corrente sanguinea, reiniciando o ciclo no hospedeiro
(BERN et al., 2019).

Durante o seu repasto sanguineo no hospedeiro infectado, o triatomineo se
infecta com formas tripomastigota, que, ao chegarem no estbmago do vetor,
diferenciam-se em epimastigotas. No intestino médio, estas multiplicam-se, seguindo
para o intestino inferior, onde diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicas, que
podem ser expelidas sob superficies durante o repasto sanguineo barbeiro, reiniciando
novamente o ciclo no hospedeiro (BERN et al., 2019), como esquematizado na figura
5. Vale ressaltar que o controle efetivo do vetor e medidas de prevencdo sdo

fundamentais para interromper a transmissdo da DC.
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Figura 5: Ciclo do T. cruzi nos hospedeiros vertebrados e invertebrados.
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Fonte: Adaptado de Manual MSD (Disponivel em

https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/image/ciclo-de-vida-do-trypanosoma-
cruzi).%20Acess0%20em:%2008/07/2023.

1.4. Terapéutica da doenca de Chagas

Atualmente, as terapias farmacoldgicas disponiveis e utilizadas para a DC sao
0 benznidazol (Bz) (Figura 6-A) e o nifurtimox (NFX) (Figura 6-B). Ainda ndo existem
vacinas direcionadas ao seu tratamento (BERMUDEZ et al., 2016). Esses
medicamentos tém acao antiparasitaria e sdo capazes de reduzir a carga parasitaria no

organismo, controlar a replicagéo do T. cruzi e diminuir a progressao da doenca.

O Bz é administrado por via oral, em forma de comprimidos, e o tratamento
geralmente dura de 60 a 90 dias. O nifurtimox também é administrado por via oral, em
forma de comprimidos, e o tempo de tratamento varia de acordo com o estagio da
doenca. O tratamento farmacoldgico é indicado na fase aguda, em formas congénitas,
em infec¢Oes reativadas, em criangas menores de 18 anos e individuos com a forma
cronica indeterminada (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Portanto, é fundamental

realizar o diagndstico precoce da doenga e iniciar o tratamento o mais cedo possivel.
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Figura 6: Estruturas moleculares do Bz (A) e NFX (B).

B

A

Fonte: PubChem (Disponiveis em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/31593,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6842999). Acesso em 10/01/2024.

Esses farmacos séo utilizados ha mais de cinco décadas e apresentam seguranca
e eficdcia bastante limitadas, além do mais, os mecanismos de acédo ainda vem sendo
discutido (JACKSON; WYSSA; CHAPPUIS, 2020). Os resultados obtidos com esse
tratamento variam de acordo com: a idade e a origem dos individuos, a dose, e a fase
da doenca (CASTRO; SOEIRO, 2017). Os dois medicamentos demonstram excelentes
resultados quando se tem altas taxas parasitologicas durante a fase aguda, mas a
eficacia decai com o avanco da infeccdo (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011).

Ademais, adultos manifestam elevados efeitos colaterais a medicacdo (PEREZ-
MOLINA et al., 2009), enquanto criangas apresentam uma maior tolerancia (DIAS et
al., 2016). Um estudo recente revelou que os efeitos colaterais mais leves do NFX
podem ser controlados com a reducdo na dosagem até a suspensao temporaria do
medicamento (CASTRO; SOEIRO, 2017). Devido aos beneficios, maior tolerancia e
eficé4cia, o tratamento com Bz é preconizado (LOSADA GALVAN et al., 2021).

O possivel mecanismo de acdo do Bz estd associado a formagdo metabdlitos
eletrofilicos e de radicais livres a partir da redu¢do do grupo nitro a um grupo amino
pela acdo das nitroredutases (MAYA et al., 2007; WILKINSON et al., 2008).
Enquanto o mecanismo de acdo do NFX esta voltado a sua reducdo parcial em um
radical nitro-anidnico, sequido pela auto-oxidacdo para regenerar o nitrofurano original
e produzir superoxido e outras espécies reativas de oxigénio, como o peroxido de
hidrogénio (Figura 7) (FERREIRA, 2019).
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Figura 7: Mecanismos de acéo dos farmacos Bz e NFX.
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Fonte: Adaptado de Dias et al., 2009.

Entretanto, ainda ocorrem inimeras dificuldades em relacdo ao manejo da DC
quanto a descoberta de novas terapias eficazes, conhecimento quanto sua
fisiopatologia, as interacGes parasito-hospedeiro etc (CHAO; LEONE; VIGLIANO,
2020). Além disso, Petravicius e colaboradores (2019) apontam a existéncia de cepas

de T. cruzi resistentes ao Bz.

Existe ainda o baixo interesse da industria farmacéutica, determinante para
desenvolvimento de novos farmacos, tendo em vista que a DC é uma doenca que
atinge, principalmente, paises com populagdes de baixo poder aquisitivo e paises
subdesenvolvidos, pois trata-se de uma doenca negligenciada, assim como a
leishmaniose, por exemplo (DNDI, 2021; THE LANCET, 2019).

Portanto, evidencia-se a importancia de novas alternativas terapéuticas. Estudos
revelam que a sintese e prospeccdo de novas moléculas (DE MENEZES et al., 2019)
e a nanotecnologia (TESSAROLO et al., 2018), sdo exemplos de estratégias que vém

sendo empregadas para a sintese de novos farmacos antichagasicos (KRATZ, 2019).

1.5. Delineamento de novos farmacos para a terapia antichagéasica

Tendo em vista as dificuldades quanto ao manejo da doenca, faz-se necesséaria
a pesquisa de alternativas terapéuticas, considerando a elevada toxicidade e a limitada
efetividade dos medicamentos usados na fase cronica da DC. Nesse contexto, estudos
tém sido realizados a fim de esclarecer 0s processos vitais a vida dos

tripanossomatideos, visando o desenvolvimento de inibidores seletivos capazes de
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interferir nesses processos e, assim, combater o parasito. Desse modo, as enzimas,
tripanotiona redutase e cruzaina, destacam-se por exercerem papel fundamental na
conservacao do parasito no hospedeiro vertebrado (BATISTA et al., 2015; PALOS et
al., 2017).

1.5.1 Tripanotiona redutase (TR)

Na resposta imune mediada contra T. cruzi, macrdéfagos e neutrofilos liberam
espécies reativas de oxigénio (ERO). No entanto, o parasito apresenta um sistema
antioxidante intracelular capaz de neutralizar essas ERO, interferindo positivamente na
sua sobrevivéncia e proliferagdo no organismo (PIACENZA; TRUJILLO; RADI,
2019).

A tripanotiona redutase (TR) encontra-se no citoplasma e na mitocéndria do T.
cruzi, e tem como papel principal combater o estresse oxidativo mediado por ERO, tanto
de origem enddgena quanto exdgena (TETAUD et al., 2001). Assim, constitui-se como
um potencial alvo no desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o

desenvolvimento de moléculas com potencial tripanocida (MAGALHAES, 2021).

Figura 8: Neutralizacdo de ERO dependentes da TR.
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TE.: Tripanotiona Redutase
TXN: Triparedoxina
TXNPx: Triparedoxina peroxidase

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2008.

Esta enzima é dependente de NADPH (Fosfato de dinucledtido de nicotinamida
e adenina) e catalisa a redugéo da tripanotiona dissulfeto [T(S)2] em tripanotiona ditiol
[T(SH)2], manifestando uma cascata de eventos responsaveis pela neutralizacdo de
espécies reativas de oxigénio. Desse modo, a TR mantém um ambiente redutor no
interior do parasito, protegendo-o contra o estresse oxidativo (Figura 8) (OLIVEIRA et
al., 2008).

1.5.2 Cruzaina (Cr)



A cruzaina (Cr) de T. cruzi, ou cruzipaina, caracterizada por ser uma peptidase
do tipo catepsina L-like, € a principal cisteino protease presente nas formas de vida do
T. cruzi. E composta por um dominio do tipo a-hélice e outro folha-B-pregueada, e o
seu sitio ativo encontra-se localizado na conexdo entre essas duas subunidades
(BARBOSA DA SILVA et al., 2019; BRAK et al., 2010). Ela se expressa em diferentes

locais de acordo com a forma evolutiva do T. cruzi.

A Cr participa da adeséo entre o parasito e o intestino do barbeiro e é crucial
durante a metaciclogénese, processo de transformacdo de epimastigotas em
tripomastigotas metaciclicos. Logo, contribui diretamente com a viruléncia das
diferentes cepas de T. cruzi, visto que foram observadas diferencas importantes na

expressao de Cr em cepas distintas de T. cruzi (LOSINNO et al., 2021).

No ser humano, a Cr participa do processo de invasdo das células. Ademais,
também exerce papel relevante na evasdo a resposta imune do hospedeiro, através do
impedimento da ativacdo do sistema complemento e do sintese de fatores de transcricao
pro-inflamatdrios, como o NF-xB, da degradagdo de anticorpos,e da resposta imune
celular (DOYLE et al., 2011; PONCE et al., 2013; SCHARFSTEIN, 2018). Estudos
com inibidores de cruzaina mostraram um aumento da concentracdo de compostos no
Complexo de Golgi do T. cruzi, culminando com a morte do parasito. Portanto, a Cr
esta relacionada com a deterioracdo de compostos toxicos para o parasito (MOREIRA
etal., 2017).

1.6. Produtos naturais como fonte de substancias bioativas

O uso de plantas com a finalidade terapéutica € uma tradicao ancestral presente
nas diferentes culturas e nagdes, e constitui-se como um recurso alternativo de grande
aceitacdo, ndo somente nas comunidades rurais, mas também nos centros urbanos . As
plantas sdo capazes de produzir uma infinidade de substancias quimicas que sdo
biossintetizadas com varios propositos, das quais podemos citar: protegé-las contra
predadores ou atrair polinizadores. Dessa forma, a comunidade cientifica tem realizado
inimeros estudos a fim de comprovar a eficacia e promover o uso seguro desses recursos
naturais (LI et al., 2020).

1.6.1 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (HTMCX)
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A familia Euphorbiaceae pertence a um dos maiores grupos de dicotiledéneas
do mundo com presenca expressiva em regides tropicais como, por exemplo, 0s
continentes americano e africano (ARAUJO JUNIOR et al., 2017). Dentre os géneros
nativos do Brasil, destaca-se o género Croton sp. com cerca de 700 espécies, das quais
podemos citar a C. anisodontus, a C. nepetaefolius e a C. anisodontus Muill.Arg.

As avaliacBes fitoquimicas para C. anisodontus revelam a presenca de
terpendides (componente majoritario para a maioria de espécies do género Croton sp.),
alcaloides, triterpenos, esteroides, chalconas e flavonoides entre outros igualmente
provenientes do metabolismo secundario de plantas que assumem a fungdo de agentes
facilitadores da alteracdo conformacional das membranas microbianas, como também
estimuladores para a ativacdo ou bloqueio de reacdes enzimaticas das mesmas (RIOS;
RECIO, 2005; FIRMO et al. 2011)

O composto natural em estudo foi obtido pela primeira vez a partir de C.
nepetaefolius, popularmente chamado de marmeleiro vermelho. N&o obstante, a
substancia quimica (Figura 9) também foi isolada do C. anisodontus Mull.Arg., espécie
endémica nativa da caatinga nordestina, que tem sido objeto de investigacdes em busca

de compostos de interesse quimico e biologico (SANTIAGO, 2018).

Figura 9: Representacdo estrutural da HTMCX.

MeO

MeO

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2008.

Estudos revelam que a espécie C. anisodontus, por sua vez, apresenta um perfil
antimicrobiano eficaz contra cepas bacteriana (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus) e fungica (Candida albicans, C. krusei e C.
tropicalis) (OLIVEIRA et al., 2014). Embora, apesar da gama de aplicacOes destes
compostos naturais, pouco se sabe dos mecanismos e das propriedades estruturais e

vibracionais da substancia HTMCX.
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1.7. Justificativa

A DC é uma enfermidade endémica causada pelo T. cruzi epresente no rol
doencas negligenciadas, as quais afligem preferencialmente ou exclusivamente paises
em desenvolvimento (OMS, 2023). Estes apresentam pouco incentivo a pesquisa, ao
desenvolvimento tecnoldgico e a inovagdo de produtos necessarios para a saude das
populacbes. Ademais, o farmaco preconizado no Brasil, Bz, apresenta elevada

toxicidade e a limitada efetividade na fase cronica da doenca.

E sabido que as doengas parasitarias necessitam de atencdo fundamental, tanto
devido ao aumento significativo da resisténcia dos parasitos quanto a disponibilidade
de agentes terapéuticos. Os medicamentos utilizados para o tratamento da DC
apresentam eficacia limitada além de diversos efeitos colaterais (CUNHA, 2017).
Nesse cenario, muitos grupos de pesquisa estudam moléculas promissoras para o

desenvolvimento de novas terapias antichagasicas.

Dentre os métodos mais modernos para o desenvolvimento de terapias
antichagasicas, destacam-se 0s alvos terapéuticos enzimaticos, dentes elas as enzimas
cruzaina e tripanotiona redutase, que sdo de extrema importancia para a sobrevivéncia
e infectividade parasitdria no organismo hospedeiro (BOMBACA et al., 2019;
FERREIRA; ANDRICOPULO, 2017; RIVERA et al, 2009; SANTOS
NASCIMENTO; DE AQUINO; DA SILVA-JUNIOR, 2021). Desse modo, 0
desenvolvimento de substancias inibidoras dessas enzimas constitui uma estratégia
importante e promissora (MAGALHAES, 2021).

Pesquisas resultantes de analises de compostos bioativos provenientes de
recursos naturais salientam a diversidade de componentes quimicos que existem em
espécies vegetais referentes a varios grupos botanicos, sobretudo em paises com uma
vasto bioma, como o Brasil, que sdo capazes de promover resultados satisfatorios contra

quadros clinicos de diferentes causas (LOPES, 2019).

As acetofenonas possuem uma variedade de atividade farmacoldgica e atraentes
propriedades quimicas. Estudos preliminares colocam a acetofenona (C110sH14) como
fonte de atividade antimicrobiana (SANTIAGO, 2018). Assim, essa classe de moléculas
torna-se promissora para o desenvolvimento de novas moléculas, em especial, com

atividade antichagasicas.
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Dada a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos
eficazes e menos toxicos, a substancia em estudo apresenta-se com grande potencial,
como em modelos estruturais e fonte de substancias de interesse farmacoldgico.
Entretanto, poucos sdo os estudos e os recursos voltados a esta pesquisa. Dessa
maneira, tendo em vista o potencial farmacolégico de substancias de origem vegetal,
aliado a necessidade de alternativas terapéuticas para o tratamento da DC, o presente
estudo tem como objetivo avaliar o efeito tripanocida da HTMCX in vitro e in silico

em cepa Y de T. cruzi, visando a busca por novas alternativas terapéuticas.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

Avaliar o efeito tripanocida in vitro e in silico e possiveis mecanismos de acéo
da HTMCX sobre cepa Y de T. cruzi.

2.2 Objetivos Especificos
o Avaliar a citotoxicidade da molécula sobre células hospedeiras de mamiferos;

o Analisar o potencial tripanocida sobre as principais formas de sobrevivéncia de T.

cruzi;

o Investigar os perfis de eventos de morte celular induzidos pela HTMCX sobre T.

cruzi;

o Auvaliar os efeitos da acetofenona sobre a producéo de espécies reativas de oxigénio

e sobre o potencial transmembranico mitocondrial em T. cruzi.

o ldentificar as possiveis interacdes das moléculas em estudo com as enzimas cruzaina

e tripanotiona redutase de T. cruzi.



3 MATERIAL E METODOS
3.1  Obtencao da substancia de estudo

A substancia foi cedida pelo Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, da
Universidade Estadual do Vale do Acarau (UVA), coordenado pelo Prof. Dr. Hélcio
Silva dos Santos. O seu isolamento ocorreu sob a forma de um sélido cristalino amarelo
com ponto de fusdo de 108,5-110,6 °C a partir da casca do caule de Croton anisodontus

e caracterizado como descrito por Santos e colaboradores (2008).

O farmaco de referéncia, Bz, foi cedido pelo Laboratério Farmacéutico de
Pernambuco (LAFEPE). As solucdes estoque foram preparadas com dimetilsulfoxido
estéril (DMSO) puro e as solugdes de trabalho foram preparadas através de diluicdo com
Tampdo Fosfato Estéril (PBS, preparado a partir 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 nao excedesse 0,5%.
3.2 Avaliacéo da citotoxicidade em células hospedeiras de mamiferos

Para avaliar a citotoxicidade em células hospedeiras de mamiferos, bem como a
seletividade pelo T. cruzi em relagdo a estas, foi utilizada a linhagem de células LLC-
MK2 (ATCC CCL-7), células epiteliais oriundas dos tubulos renais de macaco (Macaca
mulatta). As células foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ),
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7,4),
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e antibioticos (estreptomicina: 130
mg.mLL; penicilina: 200 Ul.mL™), e cultivadas em garrafas plasticas estéreis (75 cm?)
em estufa de COz (37,0 £ 0,3°C, 5% de COy) até atingirem a confluéncia.

Logo apds, o meio foi retirado, e as células foram lavadas com PBS estéril e
deslocadas com 1 mL de solucédo de Tripsina/EDTA (0,25%/0,04%), incubadas por 5 a
10 minutos a 37°C, e a tripsina inativada com 2 mL de meio DMEM 10% SBF. Para a
manutencdo da cultura, as aliquotas foram transferidas para garrafas novas com o0 meio
de cultura. Para o congelamento, ap6s a lavagem e deslocamento das células, foram
centrifugadas (4.000 rpm por 5 minutos), 0 meio removido, e o pellet ressuspenso em
solucdo de congelamento (95% SBF e 5% DMSO estéril). As células obtidas foram

armazenadas em nitrogénio liquido.
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Para avaliacdo da citotoxicidade das substancias foi utilizado o ensaio de
reducdo do MTT [Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio]
(Figura 10), descrito por Mosmann (1983). Em que o sal de MTT (cor amarela) é
absorvido pelas células viaveis, e € reduzido por enzimas intracelulares a um sal
insoltvel (cor arroxeada/azulada): o sal de formazan, que € soltvel na presenca de
surfactantes. Desse modo, a concentracdo de formazan é mensurada através
espectrofotdbmetro a 570 nm, e sua quantificacdo sendo diretamente proporcional a

quantidade de células viaveis.

Figura 10: Reacdo de reducdo do sal de MTT a Formazan.

Br Q NADH NAD+ @

Desidroge

NN wcondﬁal T-NH
f L]
NS . NS
N’ v N
O o O e
CH3 CH3
T - Fomazn

Fonte: Embrapa. Disponivel em: < https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/191253/1/CT -
427-1572-final2.pdf>. Acesso em 10/01/2024.

As culturas em confluéncia foram lavadas e tripsinizadas. Logo apds, foram
transferidas para um tubo de fundo conico, centrifugadas (4.000 rpm por 5 minutos),
sendo o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio DMEM
10% SBF, e uma aliquota foi diluida em solucéo de azul de trypan (0,4% m/v em PBS)
nas propor¢des de 1:10 e 1:100, sendo esta segunda transferida para a camara de
Neubauer. A densidade celular foi calculada através da contagem das células
hospedeiras LLC-MK2 nos quatro campos maiores (A, B, C e D), enquanto a contagem
de parasitos (formas epimastigota e tripomastigota) foi realizada nos cinco campos

verdes centrais (Figura 11).
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Figura 11: Contagem dos parasitos e das células LLC-MK2 em cAmara de Neubauer.

Fonte: MAGALHAES, 2021.

A densidade celular (células.mL™) foi calculada através da equagao 1, ajustada

para 10° células.mL™ e aliquotada para placas estéreis de 96 pogos (200 pL/poco).
Equacdo 1: Célculo da densidade celular em camara de Neubauer.

. Contagem o
Densidade celular = — x Fator de diluicio x 10*

As placas foram incubadas em estufa de CO, overnight (12h) e, em seguida, 0s
pocos foram tratados com HTMCX (31,2uM; 62,5uM; 125uM; 250uM; 500uM; e 1000
KUM) ou Bz (1000-31,25 uM). Como controle negativo, foram utilizados grupos néo
tratados, e células tratadas com DMSO 0,5% para avaliacdo da citotoxicidade do

veiculo. Os pogos contendo apenas meio de cultura foram utilizados como branco.

Ap0s 24 horas de incubacdo em estufa de CO2, cada pogo foi lavado com 100 pL
de PBS estéril, e 10 puL de solugcdo de MTT (2,5 mg.mL™) foram adicionados,
juntamente com 90 uL de DMEM 10% SBF. As placas foram incubadas no escuro a
37°C durante 4 horas, em seguida, adicionados 90 puL de solucdo de dodecilsulfato de
sodio (SDS) (10% m/v em HCI 0,05N). As placas foram incubadas durante 17 horas
para a dissolucdo dos cristais de Formazan. Em seguida, foi realizada a leitura a 570 nm

por espectrofotometria em leitora de microplacas.

Foi determinado o percentual de viabilidade celular (%) utilizando a equacao 2.
Os percentuais de viabilidade celular foram calculados para estimar (regressao nao-
linear/curva fit) a CCso (concentragao necessaria para reduzir em 50% a viabilidade das

celulas).

Equacdo 2: Célculo do percentual de viabilidade celular pelo ensaio de reducdo do MTT.
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Viabilidade celular = A2ST = AbSBO) 1 500,
lallaeceuar—(AbSCT_AbSBC) 0

No qual:

Abs T: Absorbancia do grupo teste;

Abs CT: Absorbancia do grupo controle;
Abs BC: Absorbéncia do branco.

3.3 Avaliacéo do efeito sobre formas epimastigota de T. cruzi cepa Y

As formas epimastigota de T. cruzi foram concedidas pelo Laboratério de
Bioguimica de Parasitas da Universidade de Sdo Paulo (USP) e cultivadas em meio LIT
(Liver Infusion Tryptose, NaCl 4 g.L!; Na;HPO4.12H,0 11,6 g.Lt; 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 e antibiéticos (estreptomicina: 50 mg.L™ ;penicilina:
200 UL.mL™). As culturas foram mantidas a 28 + 1°C em estufa BOD (Biochemical

Oxygen Demand) em garrafas estéreis (ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000).

Os parasitos foram cultivados na densidade de 1x10° células.mL™, e avaliados
diariamente até atingirem a fase exponencial de crescimento (6° ao 8° dia de cultivo).
Ap0s esse periodo, foram subcultivados em um novo meio LIT. Para manutencdo do
estoque de células, as culturas foram centrifugadas (2.800 rpm por 7 minutos),
ressuspendidas em 95% SBF e 5% de DMSO estéril; e estocadas em nitrogénio liquido.

Para avaliacdo do efeito das substancias do presente estudo nas formas
epimastigotas, aliquotas contendo os parasitos na fase exponencial foram diluidas em
meio LIT completo e transferidas para camara de Neubauer, sendo feita a determinagéo
da densidade celular (células.mL™) nos cinco quadrantes do campo central (Figura 11).
O célculo foi feito com base na equacéo 3.

Equacdo 3: Determinacéo da densidade de parasitos por contagem em Cémara de Neubauer.
Densidade celular = Fator de diluicio X Contagem X 5 x 10*

Em seguida, os parasitos foram transferidos para placas estéreis de 96 pocos, de
modo que a concentragio inicial fosse ajustada para 1x10° células.mL™ (200 pL/pogo),
juntamente com a substancia em estudo e 0 Bz (1000-31,25 uM). Além disso, as células

foram tratadas com DMSO 0,5% para avaliar o efeito do veiculo sobre a viabilidade

celular, sendo o PBS utilizado como controle negativo.
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Apdbs o tratamento, as placas foram incubadas em estufa BOD, e colhidas
aliquotas dos grupos experimentais apos 24, 48 e 72 horas para quantificacdo dos
parasitos viaveis, com mobilidade e morfologia tipica (LIMA et al., 2016). Ao final, a

viabilidade (%) dos parasitos foi determinada através da equacéo 4:

Equacdo 4: Determinacdo do percentual de parasitos vidveis por contagem em Camara de Neubauer.

Viabilidade celular = % X 100%
Em que:
T: Quantidade de parasitos vidveis no grupo experimental;
CT: Média da quantidade de parasitos viaveis do grupo controle negativo.

Sendo assim, com os valores de viabilidade (%) de formas epimastigotas, foi
possivel determinar a 1Cso (concentragdo capaz de inibir em 50% da proliferacéo de

epimastigotas).
3.4 Avaliacdo do efeito em formas tripomastigota de T. cruzi cepa Y

As formas tripomastigota de T. cruzi foram obtidas a partir da infeccdo de células
hospedeiras de mamiferos (LIMA et al., 2016). As células LLC-MK2 foram cultivadas
em garrafas estéreis de 25 cm? na concentragdo de 1x10° células.mL* em meio DMEM
10% SBF. Apds 48 horas de incubacdo em estufa de CO2, o meio foi substituido por
DMEM 2% SBF sem antibioticos, e as células infectadas com tripomastigotas na

proporcao de 20 parasitos:1 célula.

Ap0s 72 horas, ocorreu a substituicdo do meio das garrafas, e o sobrenadante
centrifugado (2800 rpm por 7 minutos) para obtencdo dos tripomastigotas; este
procedimento fora realizado até o 6° dia pds-infeccdo. A densidade celular foi
determinada por contagem em camara de Neubauer, semelhante a contagem das formas
epimastigotas. Os tripomastigotas foram utilizados para os ensaios de avaliacdo do

efeito da substancia de estudo e obtencdo de formas amastigotas.

Para avaliacio do efeito tripanocida das substancias em estudo, 10°
tripomastigotas.mL™* foram incubadas com a acetofenona e Bz (1000 - 31,25 uM) em

placas de 96 pocos (200 pL/pogo) com meio DMEM 10% SBF. Parasitos ndo-tratados
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foram utilizados como controle negativo, sendo considerados como 100% de

viabilidade. Ademais, DMSO 0,5% foi utilizado como grupo veiculo.

Apos 24 horas de incubagdo em estufa de CO, as aliquotas foram coletadas dos
grupos experimentais, e a quantidade de parasitos foi determinada também por
contagem em Camara de Neubauer. A viabilidade (%) celular foi calculada de acordo
com a equacdo utilizada para as formas epimastigotas, e a LCso (concentracéo letal para
50% dos parasitos) foi estimada por regressdo nao-linear. Além disso, foi calculado o
indice de seletividade (IS) sobre as formas tripomastigotas em relacdo as células

hospedeiras de mamiferos, através da seguinte equagéo 5:

Equagdo 5: Calculo do indice de Seletividade (IS).

_ CCsy

IS =
S LCsq

Em que:
IS: Indice de seletividade;

CCso: Concentracdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade das células

hospedeiras de mamiferos;
LCso: Concentracgéo letal para 50% dos parasitos.
3.5 Avaliacédo do efeito sobre formas amastigota de T. cruzi cepa Y

Para avaliacdo do efeito da substancia sobre amastigotas intracelulares, 1x10°
células.mL™ de células LLC-MK2 foram cultivadas em placas de 24 pogos, sobre
laminulas estéreis de 13 mm de didmetro durante 24 horas e incubadas em estufa de
CO,. Posteriormente, as células foram infectadas com tripomastigotas (2x10°
células.mL™?) e incubadas durante 48 horas, conseguintes tratadas nas concentragdes:
480uM; 240uM; 120uM e 60uM; permanecendo 24 horas em estufa de CO> .

Por fim, as laminulas foram retiradas do poco, lavadas com agua destilada e
fixadas com solucdo de Bouin (&cido picrico, formaldeido e &cido acético). Logo apos,
foram lavadas com agua destilada e etanol 70%; em seguida, desidratadas com metanol
por 2 minutos. Posteriormente, coradas utilizando solucdo de corante Giemsa (5% v/v

em agua destilada) por 60 minutos. Finalmente, as laminulas foram lavadas para
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remocdo do excesso de corante, secas e montadas em lamina utilizando Entellan®
(ARAUJO-JORGE, T; DE CASTRO, 2010).

A andlise do efeito sobre as formas amastigotas foi feita por contagem em
microscopio Optico por meio da quantidade de células ndo infectadas e células
infectadas, totalizando 300 células por grupo experimental. Os resultados foram
apresentados como percentual de células infectadas e quantidade de amastigotas por 100
celulas infectadas (MONTEIRO et al., 2020).

3.6 Ensaios de citometria de fluxo

A citometria de fluxo é utilizada para analisar em fluxo células e particulas
suspensas em uma solucdo isotdnica, permitindo distinguir diferentes tipos de
parametros atraves de marcadores fluorescentes (Figura 12). Cada particula é analisada
através de uma dispersdo de luz visivel e um ou mais pardmetros de fluorescéncia. Essa
é mensurada em duas diferentes dire¢des, a direcao frontal (FSC: Forward Scatter), que
indica o tamanho de cada célula, e a lateral (SSC: Side Scatter), que indica a
complexidade interna e granulosidade das células, caracteristico de contato com

organelas e outros componentes internos (MCKINNON, 2018).

Além de que as células podem estar marcadas com fluorocromos, o quais
tornam-se excitados por feixes luminosos, possibilitando a emissdo de luz em um
comprimento de onda diferente, que tem a intensidade mensurada por detectores de
fluorescéncia (FL., FL1, FL3). Os sinais eletronicos detectados sé@o convertidos em
informac0es relativas a eventos celulares patoldgicos e normais da amostra em analise
(FLORES-GONZALEZ; CANCINO-DIAZ; CHAVEZ-GALAN, 2020).

36



Figura 12: Citdmetro de fluxo.
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3.6.1 Analise do perfil de morte e integridade celular

Para descrever os eventos de morte celular nas formas epimastigotas
sobrevindo do tratamento com a HTMCX, foram utilizados os marcadores 7-Amino-
Actinomicina D (7-AAD) e a Anexina V conjugada com Ficoeritrina (AxV PE).

O 7-AAD ¢ proveniente da actinomicina D, que é excitado no comprimento de
onda de 488 nm e emite fluorescéncia em 647 nm. Este conjuga-se entre as fitas de
DNA, no entanto, ndo atravessa a membrana plasmatica integra. Logo, as células que
apresentam alta marcagdo com 7-AAD perderam a sua integridade de membrana, uma
crucial na morte celular por necrose (CHAN; MCCULLEY; KESSEL, 2017).

A Anexina V é uma proteina que liga-se a fosfatidilserina (PS), na presenca de
ions célcio, um componente abundante na membrana lipidica. A externalizacdo de PS
esta relacionada ao reconhecimento por fagdcitos, e consequente remocgdo de corpos
apoptoticos do tecido (KIM et al., 2020).

Para a realizagdo deste ensaio, 1x10° epimastigotas.mL™ foram cultivados em
placas de 24 pocos durante 24 horas na presenca das substancias em estudo (250 uM e
500 pM). Prontamente, os grupos experimentais foram transferidos para tubos de
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hemolise, centrifugados (2800 rpm por 7 minutos), lavados com tampdo de ligacéo
(HEPES solution 10 mM; NaCl 140 mM; CaCl; 2,5 mM; pH 7,4); e a marcacao feita
através de kit comercial (100 pL do tampéo de ligacdo com a adi¢éo de 5 pL de 7-AAD
e 5 pL de AxV PE) (Annexin V/PE Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences, conforme
instrucdes do fabricante). Apos 15 minutos de incubacdo -no escuro-, foram adicionados
400 pL do tampédo de ligacdo em cada tubo, e as células analisadas no citometro (BD
FACSCalibur™) com os detectores FL,, com fluorescéncia laranja, de 564-606 nm, para
AxV PE; e FLs, com fluorescéncia vermelha, de 675-710 nm, para 7-AAD (BD
Biosciences, New Jersey, USA), sendo as informacgdes adquiridas pelo CellQuest Pro™

software.

Cada grupo foi adquirido pelo menos 10.000 eventos, e 0s eventos foram
divididos em quatro quadrantes: células duplamente marcadas, células viaveis (baixa
marcacdo para ambos os corantes), células em processo sugestivo de necrose (alta
marcacdo para 7-AAD) e de apoptose (alta marcacdo para AxV PE). Ademais, para
determinar o percentual de células que perderam a integridade de membrana, um outro
ensaio foi realizado utilizando a marcacdo com 7-AAD, seguindo as mesmas
recomendacgOes descritas. O resultado foi descrito como percentual de eventos com

marcacgéo positiva para 7-AAD, indicando dano de membrana.
3.6.2 Acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) citoplasmaticas

A andlise baseia-se na capacidade da 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH2-DA), sonda ndo-fluorescente, em penetrar a membrana plasmatica das células,
em seguida, clivada por esterases citoplasmaticas a 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFH>),
que se mantém no citoplasma celular. O DCFH; é entdo oxidado pelas ERO do
citoplasma a 2’7’-diclorofluoresceina oxidada (DCF). No comprimento de 488 nm o
DCF é excitado e emite fluorescéncia detectavel em FL1 (fluorescéncia verde, de 515-
545 nm). Logo, a intensidade da fluorescéncia € diretamente proporcional a quantidade
de ERO presentes no citoplasma das células (RAJNEESH et al., 2017).

Passadas 3 horas do tratamento das formas epimastigotas, na concentracéo de
1x108 células.mL™ em placas de 24 pogos com as substincias em estudo (250 e 500
M), o DCFH,-DA (concentracdo final de 20 uM em DMSO) foi adicionado e as placas

incubadas no escuro (ARANDA et al., 2013). Apds as 24 horas do tratamento, 0s grupos
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experimentais foram transferidos para tubos de ensaio, lavados e ressuspensos em 500
uL de PBS. Posteriormente, foi realizada a leitura minima de 10.000 eventos no
equipamento BD FACSCalibur™ .

O acumulo citoplasmatico de ERO foi definido através da média da intensidade
de fluorescéncia relativa (IFR) oriunda da oxidagdo do DCFH» & DCF. O célculo da
média geometrica das intensidades de fluorescéncia dos grupos testes em relacdo ao

controle foi realizado de acordo com a equacdo 6 (KESSLER et al., 2013).

Equacdo 6: Determinacdo da Intensidade de Fluorescéncia Relativa (IFR).

mTESTE

IFR = CONTROLE

Na qual:
MCONTROLE: Média geométrica do grupo controle;
MTESTE: Média geométrica do grupo tratado.

3.6.3 Avaliag¢do do potencial transmembranico mitocondrial (4¥Ym)

O potencial transmembranico mitocondrial (A¥Wm) foi realizado utilizando o
corante cationico Rodamina 123 (Rho123) (MERCK®, Darmstadt, Alemanha). No
espaco intermembrana mitocondrial, em pH fisioldgico, o corante tem bastante atracdo
pelo potencial elétrico negativo, o qual irradia fluorescéncia vermelha (JOHNSON;
WALSH; CHEN, 1980; O’CONNOR et al., 1988).

Mudangas no A¥Ym e na integridade mitocondrial relacionam-se diretamente
com o declinio na producdo de energia e morte celular. A reducdo de Rhol23 na
mitocdndria provoca um aumento relativo deste corante no citoplasma, o qual emite
fluorescéncia verde. Alteragcdes no A¥Ym podem ser avaliados por meio da diminui¢do
da fluorescéncia vermelha ou aumento da fluorescéncia verde (O’CONNOR et al.,

1988).

As formas epimastigotas tratadas com HTMCX (500 e 250 uM), ap6s 24 horas
foram transferidas para tubos de ensaio, centrifugadas (2.800 rpm por 7 minutos) e
lavadas com PBS (2 vezes). Posteriormente, as células foram marcadas com Rho123,
em uma concentragdo final de 10 pg.mL™, e sendo incubadas durante 30 minutos no

escuro. Por fim, foram realizadas duas novas lavagens, a ressuspensdo em 500 pL de

39



PBS e leitura por citometria de fluxo, utilizando o detector FL, (DE MENEZES et al.,

2019b). Os resultados foram expressos em IFR.
3.7 Estudos in silico

Para avaliacdo tedrica das interagdes entre a substancia do presente estudo
foram realizados os ensaios de docking molecular das enzimas cruzaina (Cr) e
tripanotiona redutase (TR) de T.cruzi, em parceria com 0 Grupo de Quimica Tedrica e
Eletroguimica (GQTE) da Universidade Estadual do Ceara, coordenado pelo professor

Dr. Emmanuel Silva Marinho.
3.7.1 Obtencéo e preparo dos ligantes

A plotagem da estrutura quimica da HTMCX foi desenhada utilizando o
software MarvinSkecth (CSIZMADIA, 1999) e o confébmero de menor energia foi salvo
em pH fisioldgico, em seguida otimizado utilizando o software Avogadro (HANWELL,
2012), configurado para utilizar algoritmo steepest descent com ciclos de 50 interagdes,
aplicando o campo de forca MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (HALGREN,
1996; ANDRADE NETO et al., 2021).

3.7.2 Obtencao e preparo dos alvos proteicos

As estruturas tridimensionais dos alvos proteicos foram obtidas do repositorio
Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). A Cr foi descrita como “Estrutura cristalina
da cruzaina em complexo com um inibidor tetrafluorofenoximetil cetona” (PDB: 31UT)
(BRAK et al., 2010). J&d a TR foi identificada como “Estrutura cristalina da tripanotiona
redutase de Trypanosoma cruzi em complexo com um inibidor mostarda de quinacrina”
(PDB: 1GXF) (SARAVANAMUTHU et al., 2004). Ambas foram determinadas pelo
método de difracdo de raio-X, com valores de resolugdo de 2,70 e 1,204,

respectivamente.

O preparo dos alvos foi realizado utilizando o softwares AutoDock Tools™
(HUEY; MORRIS; FORLLI, 2012) . Sendo removidas as moléculas de &gua e os ligantes
interferentes, e adicionados hidrogénios polares e cargas Kollman e Gasteiger (YAN et
al., 2014).
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3.7.3 Simulacdes de docking molecular

Para as simulagbes de docking molecular foi utilizado o software
AutodockVina (TROTT; OLSON, 2010), Lamarkian Genetic Algorithm (LGA) e
Exhaustiveness 64 (MARINHO et al., 2020). Por meio destas metodologia, o grid box
foi centralizado de acordo com Gomes e colaboradores (2023), de maneira a envolver
toda a estrutura da enzima utilizando os eixos 6.612 (x), -0.436 (y) e 8.052 (2),
parametros de size 116A (x), 106A (y) e 126A (z) frente a Cr; eixos (44.196 x, 3.102 y,
-0.054 z) e size (126 x, 90y, 126 z) frente a TR. Para cada simula¢do com cada alvo,
cinquenta simulagdes independentes foram realizadas, obtendo vinte poses cada,
utilizando como 64 o critério de exhaustiveness (MARINHO et al., 2020).

Para obtencdo de dados comparativos foram realizadas simula¢Ges com o
Bz. A validacdo estatistica das simulacdes se deu por meio da medida do RMSD (Root
Mean Square Deviation), utilizando como critério de aceitabilidade valores de RMSD
<2,0A (YUSUF et al., 2008). Para avaliacdo da estabilidade do complexo ligante-
proteina foi utilizada a energia de afinidade (AG) como parametro, sendo selecionadas
aquelas simulacdes cujos valores de AG fossem menores que -6,0 kcal.mol™

(SHITYAKOV; FORSTER, 2014; SILVA et al., 2021).
3.7.4 Anélise dos modos de ligacao e interacGes receptor-ligante

Para andlise dos resultados de docking molecular foram usados os softwares
UCSF Chimera™ (PETTERSEN et al., 2004), Pymol (DELANO, 2020) e Discovery
studio visualizer™ viewer (BIOVIA, 2016). O servidor Protein-Ligand Interaction
Profiler (PLIP) (ADASMES et al., 2021; SALENTIN et al., 2015) foi utilizado para

visualizar as interacdes moleculares e ligacdes de hidrogénio.
3.8 Anélises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3). Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM), sendo a analise estatistica feita
utilizando one-way ou two-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet, com p<0,05 como
critério de significancia. As analises foram realizadas utilizando os softwares Microsoft
Office® Excel 2016 e GraphPad Prism® vers&o 5.0.
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4 RESULTADOS
4.1  Caracterizacdo da substancia obtida

A substancia foi isolada sob a forma de um sélido cristalino amarelo com ponto
de fusdo de 108,5-110,6 °C. O espectro de ressonancia magnética (RMNH) permitiu
atribuir os sinais em 3,96 (s), 3,91 (s) e 3,83 (s) a hidrogénios metoxilicos (Apéndice
A). A analise dos espectros de RMN 3C-{*H} e RMN **C-DEPT 135° mostrou a
existéncia de cinco carbonos quaternarios: 159,22 (C-4), 158,96 (C-6), 158,60 (C-
2), 130,67 (C-3) e 106,50 (C-1), e somente um carbono metinico aromético: 86,61 (C-
5) (Apéndices B e C). A analise dos dados espectroscOpicos e a comparagao com
modelos levaram a proposicdo da estrutura como sendo a 2-hidroxi-3,4,6-

trimetoxiacetofenona, denominada HTMCX (Figura 9).
4.2  Citotoxicidade das substancias em células LLC-MK?2

A avaliagdo da citotoxicidade da HTMCX em células hospedeiras de mamiferos
foi realizada utilizando a linhagem de células LLC-MK2 submetidas ao ensaio de
reducdo do MTT. Os valores percentuais de viabilidade celular estdo expressos na tabela
1.

Tabela 1: Percentuais de viabilidade celular de células LLC-MK2 tratadas com as substancias em

estudo.
(UM) Viabilidade celular (%0)
HTMCX Bz
CT 100,50 + 1,56 100,40 + 1,56
V (DMSO 0,5%) 94,80 + 0,89 94,80 + 0,89
1000 57,80 + 5,24* 36,58 + 1,67*
500 96,48 + 1,00 50,66 + 1,91*
250 98,16 + 1,56 70,19 + 2,20*
125 98,27 £ 2,55 74,60 + 2,46*
62,5 98,43 £ 2,32 85,35 + 2,37*
31,2 99,51 £ 2,39 94,94 + 1,58*

Legenda: CT — Grupo controle (Bz); V — Veiculo (DMSO 0,5%). A anélise estatistica foi feita por one-
way ANOVA com pds-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Os dados estdo apresentados como média

+ EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.
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Conforme observado na tabela 1, figura 13 e 14, a substancia apresentou
toxicidade na concentracdo de 1000 puM, com viabilidade (%) celular variando de 57,80
+ 5,24%, e 0 grupo tratado com Bz de 36,58 £ 1,67.

Figura 13: Citotoxicidade do CT, DMSO (V) e HTMCX em diferentes concentragbes em células
hospedeiras de mamiferos LLC-MK2.
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Legenda: CT — Controle; V — Veiculo (DMSO 0,5%). A anélise estatistica foi feita por one-way ANOVA
com pos-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs CT. Os dados estdo apresentados como média £ EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

Figura 14: Citotoxicidade do Bz em diferentes concentragdes em células hospedeiras de mamiferos LLC-
MK2.
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Legenda: CT — Controle; V — Veiculo (DMSO 0,5%). A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA
com pos-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs CT. Os dados estdo apresentados como média £ EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.
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A toxicidade nas células hospedeiras de mamiferos foi também mensurada
através da estimativa da concentracdo necessaria para reduzir 50% da viabilidade das
células hospedeiras de mamiferos (CCso), apresentados na tabela 5. O Bz apresentou
toxicidade superior a da acetofenona, quando comparados os valores de CCso, 502,6 +
57,80 UM para 0 Bz, e 1351,00 + 69,30 uM para a substancia.

4.3 Efeito tripanocida em formas epimastigotas

Foram utilizadas as formas epimastigotas para a avaliagdo do efeito
antiproliferativo das substancias em estudo, e os resultados expressos através da
viabilidade (%) parasitaria. Conforme observado na tabela 2, a substancia foi capaz de
inibir de modo concentracdo e tempo-dependentes a proliferacdo celular, sendo

significante em todas as concentracfes testadas para 48 e 72 horas.

Tabela 2: Efeito tripanocida da HTMCX sobre as formas epimastigota de T. cruzi.
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Células viaveis (%)

(LM) 24 horas 48 horas 72 horas
CT 100,00 + 2,48 100,00 + 2,16 100,00 + 0,51
V (DMSO 0,5%) 98,61 + 4,92 94,87 + 1,05 102,80 + 3,16
1000 48,53 + 6,03* 25,49 + 3,74* 42,19 +5,25*
500 49,75 + 5,38* 38,47 + 2,49* 50,98 + 2,67*
250 58,34 + 2,88* 39,43 + 3,06* 59,30 + 2,99*
125 63,74 + 1,50* 46,53 + 4,35* 63,84 + 3,27*
62,5 68,97 + 3,92* 45,83 + 4,56* 75,65 + 1,63*
31,2 77,17 + 4 52* 62,26 + 6,59* 77,75 + 1,80*

Legenda: CT — Controle; V — Veiculo (DMSO 0,5%). Os dados estdo apresentados como média + EPM.
A anélise foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT.

Fonte: Elaborada pela Autora.

No tempo de 24 horas (Figura 15-A), foram observados percentuais de
viabilidade celular entre 48,53% e 77,17%, semelhante aos percentuais obtidos no
tempo de 72 horas, 42,19% e 77,75% (Figura 15-C). O maior efeito foi observado no
tempo de 48 horas (Figura 15-B), em que os percentuais de viabilidade celular variaram
entre 25,49% e 62,26%, conforme apresentado na tabela 2. Foram estimados 0s
seguintes valores de I1Cso: 1Cs0/24h = 379,80 £ 93,60 uM; 1Cs0/48h = 47,43 + 22,1 uM
e 1Cs0/72h = 341,20 + 75,90 uM (Tabela 5).



Figura 15: Efeito tripanocida da substancia sobre as formas epimastigota de T. cruzi.
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Legenda: CT — Controle; V — Veiculo (DMSO 0,5%). A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA
com pos-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Os dados estdo apresentados como média + EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

Para o Bz, no tempo de 24 horas, o percentual de epimastigotas viaveis variou
de 13,5% a 79,1%. No tempo de 48 horas, 7,7% a 52,7% dos epimastigotas
apresentavam-se viaveis. O tratamento de 72 horas com o Bz reduziu a viabilidade das
formas epimastigotas entre 1,7% e 42,1% (Figura 16, Tabela 3). Foram estimados 0s
seguintes valores de ICso: 1Cso/24h = 115,1 *+ 16,3 uM; 1Cs0/48h = 37,4 £ 5,6 uM e
ICs0/72h = 22,1 £ 2,9 UM (Tabela 5).
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Tabela 3: Efeito tripanocida do Bz sobre as formas epimastigota de T. cruzi.

Células viaveis (%)

(M) 24 horas 48 horas 72 horas

CT 100,0£1,8 100,0+0,9 100,0 £2,7

V (DMSO 0,5%) 98,6 + 4,9 949+1,1 102,8 +3,2
1000 135+1,1* 7,7+0,8* 1,7+0,2*

500 30,7 +£1,8* 20,1 +£1.3* 4,0+0,2*

250 34,4 +1,8* 219+0,7* 9,6 +0, 8*

125 48,4 £ 2,7* 34,3+2,0* 24+0, 8*

62,5 52,8 £1,0* 40,6 + 1,5* 27,3+12*

31,2 79,1 £ 3,2* 52,7 £2,0* 42,1 +0,8*

Legenda: A analise foi feita por one-way ANOVA com pdés-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs CT. Os
dados estdo apresentados como média + EPM.
Fonte: Elaborada pela Autora.

Figura 16: Efeito tripanocida do grupo tratado com Bz sobre as formas epimastigota de T. cruzi.
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Legenda: CT — Controle; V — Veiculo (DMSO 0,5%). A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA

com pos-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Os dados estdo apresentados como média + EPM.
Fonte: Elaborada pela Autora.



4.4 Efeito tripanocida em formas tripomastigotas

A HTMCX foi testada contra formas tripomastigotas, e 0s resultados expressos
na tabela 4 e figura 17. A substancia apresentou efeito nas quatro maiores concentragdes
testadas (125, 250, 500 e 1000 uM), com percentuais de parasitos viaveis variando de
0,69% a 67,65%. Sendo capaz de, na maior concentragdo, matar, aproximadamente,
98,82% dos parasitos. O Bz apresentou efeito significante sobre as formas
tripomastigotas em todas as concentraces testadas, com percentuais de células viaveis
variando entre 97,23% e 100,00% (Figura 18).

Tabela 4: Percentuais de viabilidade de formas tripomastigota de T. cruzi.

(LM) Células viaveis (%)
CT 100,00 + 2,77

V (DMSO 0,5%) 98,61+ 2,10
1000 0,69 + 0,49*
500 22,15 + 1,94*
250 58,02 + 4,25*
125 67,65 + 5,98*
62,5 87,35+ 4,59
31,2 98,84 + 5,49

Legenda: A andlise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pdés-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs
CT. Os dados estdo apresentados como média = EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

O efeito sobre as formas tripomastigotas pode ser avaliado também através da
estimativa dos valores de LCsp, sendo 238,30 + 29,90 uM e 161,4 + 31,8 uM para a
substancia e Bz, respectivamente. Com a avaliacdo do efeito sobre as formas
tripomastigotas, bem como a citotoxicidade sobre células hospedeiras de mamiferos, a
seletividade desta molécula foi comparada através do célculo do IS. Os valores de IS
obtidos foram de 5,66 para a substancia e 3,11 para Bz. A tabela 5 apresenta de maneira

resumida os valores de CCsp, ICso, LCs € IS obtidos no presente estudo.
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Figura 17: Efeito da HTMCX sobre as formas tripomastigota de T. cruzi.
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Legenda: CT — Controle; V — Veiculo (DMSO 0,5%). A anélise estatistica foi feita por one-way ANOVA

com pos-teste de Dunnet, *p<0,05 vs CT. Os dados estdo apresentados como média + EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

Figura 18: Efeito do Bz sobre as formas tripomastigota de T. cruzi.
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Legenda: CT — Controle; V — Veiculo (DMSO 0,5%). A andlise estatistica foi feita por one-way ANOVA

com pos-teste de Dunnet, *p<0,05 vs CT. Os dados estdo apresentados como média = EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.
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Tabela 5: Valores estimados de CCso, 1Cso € LCs para a substancia em estudo.

Tempo de incubacédo

24 horas 48 horas 72 horas
HTMCX
LLC-MK2 (CCsp) 1351,00 + 69,30 - -
Epimastigota (1Cso) 379,80 + 93,60 47,43 +22,1 341,20 + 75,90
Tripomastigota (LCso) 238,30 £ 29,90 - -
indice de Seletividade (1S) 5,66 - -
Bz
LLC-MK2 (CCsp) 502,6 +57,8 - -
Epimastigota (ICso) 1151 + 16,3 37,4+56 22,1+29
Tripomastigota (LCso) 161,4 + 31,8 - -
indice de Seletividade (1S) 3,11 - -

Legenda: CCso — Estimativa de concentracédo capaz de reduzir em 50% a viabilidade de células LLC-MK2
hospedeiras; ICso — Concentragdo estimada capaz de inibir 50% da proliferagdo de formas epimastigotas;
LCso — Estimativa de concentracdo tripanocida para 50% das formas tripomastigotas.

Fonte: Elaborada pela Autora.

4.5 Efeito sobre a formas amastigotas intracelulares

A substancia em estudo reduziu o percentual de células infectadas, com
percentuais de 84,17% e 81,83% nas duas concentragbes mais altas, comparados aos

92,83% de células infectadas no grupo controle (Tabela 6).

Tabela 6: Efeito da substancia sobre as formas amastigota de T. cruzi.

(24 horas)
Concentracio (uM) Células infectadas (%) N° amastigotas/100 células
CT 92,83 + 0,91 1270,00 + 15,54
480 (2 I1C) 81,33 + 1,65* 625,50 + 6,96*
240 (1C) 84,17 + 1,14* 722,80 £9,67*
120 (0,5 I1C) 89,50 + 0,56 740,30 + 5,30*
60 (0,251C) 89,33+ 0,67 860,00 + 18,61*

Legenda: A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pds-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs
CT. Os dados estdo apresentados como média £ EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

Além disso, conforme mostrado na tabela 7 e figura 19 (A e B), em todas as
concentracOes testadas, a substancia foi capaz de reduzir a quantidade de parasitos

intracelulares, com quantidades médias de amastigotas iguais a 625,50/100 células a



860,00/100 células, comparado ao niumero médio de 1270,00/100 células de amastigotas

intracelulares do grupo controle.

Figura 19: Efeito antiamastigota da substancia em estudo sob cepa Y de T. cruzi.
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Legenda: CT — Controle. Estdo representados os percentuais de células infectadas (A) e o nimero de
amastigotas em 100 células (B). A andlise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pds-teste de
Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Os dados estdo apresentados como média + EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

4.6 Ensaio do perfil de morte e integridade celular

A avaliacdo do perfil de morte celular da substancia sobre as formas
epimastigotas, foi realizada através de ensaios de citometria de fluxo. O tratamento com
a acetofenona nas concentra¢des aumentou a marcagdo com 7-AAD (7-AAD+/AXPE-),
dupla marcacdo com 7-AAD e Anexina V (7-AAD+/AXPE+) e Anexina V (7-AAD-
/AXPE+), em relacdo ao grupo controle. O comportamento das populacdes mediante o

tratamento com as substancias em estudo pode ser observado na tabela 7 e figura 20.
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Tabela 7: Percentuais de eventos celulares marcados com 7-AAD/AXPE.

51

Eventos (%)

Marcacdo Controle HTMCX
250 500
7AAD-/AXPE- 95,3+£0,22 77,63 +1,28* 57,26 + 1,63*
7AAD+/AXPE- 3,14 + 0,26 10,84 £ 0,72* 17,04 £ 0,43*
TAAD-/AXPE+ 0,95 + 0,03 8,49 + 0,55* 17,31 + 1,09*
7TAAD+/AXPE+ 0,56 + 0,05 3,04 £0,20 8,39 + 0,94*

Legenda: 7-AAD — 7-Aminoactinomicina D; AXPE — Anexina V conjugada com ficoeritrina. A anélise
estatistica foi realizada por two-way ANOVA com pos-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs CT. Os dados
estdo apresentados como média = EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

Além do ensaio de avaliacdo do perfil de morte celular, a avaliacdo da
marcacao apenas com 7-AAD foi realizada para que se fossem quantificadas as células
danificadas, tendo em vista que esta expressou-se melhor, e os valores percentuais
expressos na tabela 8. Nas concentracGes de 250 e 500 UM da HTMCX, o percentual de
epimastigotas que apresentaram marcacdo com 7-AAD foram iguais a 34,35% e
19,33%, respectivamente (Figura 21).

Tabela 8: Percentuais de formas epimastigotas danificadas.

Células danificadas (%0)

Controle 4,10+ 0,26
HTMCX - 500 uM 19,33 £1,23*
HTMCX - 250 uM 34,35+ 1,03*

Legenda: A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pds-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs
CT. Os dados estdo apresentados como média £ EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.



Figura 20: Células epimastigotas que apresentaram marcagdo com 7-AAD em avaliagdo por citometria
de fluxo.
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Legenda: CT — Controle; HTMCX — Substancia em estudo. Estdo representados os percentuais de células
danificadas tratadas com acetofenona 250uM e S00uM. A analise estatistica foi feita por one-way
ANOVA com pds-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Os dados estdo apresentados como média +
EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

Figura 21: Perfil de morte celular induzido pela HTMCX sobre as formas epimastigotas de T. cruzi

através por citometria de fluxo.
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Legenda: Na figura A tem-se os resultados apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi
feita por one-way ANOVA com pds-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Nos graficos de dot plot (B,
C, D), tém-se o comportamento das populacdes mediante tratamento com a substancia, em que o
tratamento com a substancia provocou o deslocamento da populagao de células para o quadrante superior
esquerdo (7-AAD+/AXPE-), com menor deslocamento para o quadrante superior direito (7-
AAD+/AXPE+).

Fonte: Elaborada pela Autora.

4.7 Acumulo citoplasmatico de espécies reativas de oxigénio

A avaliacdo do acumulo de espécies reativas de oxigénio no citoplasma foi
realizada utilizando a sonda fluorescente DCFH>-DA. Como demonstrado na tabela 9,
0 tratamento com a substancia provocou um aumento na fluorescéncia 74%, enquanto
na concentragao mais alta, este aumento foi de 170%, em relagdo ao grupo controle. Nas
concentracdes de 250 UM e 500 pM, houve um aumento da intensidade de fluorescéncia
relativa (Figura 22-A), observado através do deslocamento do pico do histograma
(Figura 22-B).

Tabela 9: Intensidade de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas tratadas com a substancia e
marcadas com DCFH,-DA.

Intensidade de Fluorescéncia Relativa (FL1)

Controle 1,00 £ 0,05
HTMCX - 250 uM 1,74 +0,06*
HTMCX - 500 uM 2,70 £ 0,25*

Legenda: A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pds-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs.
CT. Os dados estdo apresentados como média + EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.



Figura 22: Intensidade de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas tratadas com a substancia e

marcadas com DCFH,-DA por citometria de fluxo.
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Legenda: CT — Controle; Azul — 250uM; Roxa — 500uM. Os dados estdo apresentados como média +
EPM. A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pds-teste de Dunnet. *p<0,05 vs. CT. Estéo
representados os resultados de intensidade de fluorescéncia relativa das células tratadas com HTMCX e
marcadas com DCFH2-DA (A) e o seu histograma (B).

Fonte: Elaborada pela Autora.

4.8 Efeito no potencial transmembranico mitocondrial

Foram realizados ensaios de citometria de fluxo com Rhol123 para avaliar o
potencial transmembranico mitocondrial das formas epimastigotas tratadas. Os
resultados foram expressos na tabela 10, o tratamento com a substancia, nas
concentragOes, foi capaz de reduzir o potencial mitocondrial em cerca de 40% das
formas epimastigotas, em relacdo ao controle. Esse efeito pode ser observado na figura

23-A, e com o deslocamento do pico do histograma para o lado esquerdo (Figura 23-B).
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Tabela 10: Valores de intensidade de fluorescéncia de formas epimastigotas tratadas com a substancia e

marcadas com Rho123.
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Intensidade de Fluorescéncia Relativa (FL2)

Controle 1,00 £ 0,02
HTMCX - 250 uM 0,58 £0,01*
HTMCX - 500 uM 0,60 +0,01*

Legenda: A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pds-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs.
CT. Os dados estdo apresentados como média = EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.

Figura 23: Intensidade de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas tratadas com a substancia e

marcadas com Rho123 por citometria de fluxo.
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Legenda: CT — Controle; Azul — 250puM; Roxa — 500M. Estéo representados os resultados de intensidade
de fluorescéncia relativa das células tratadas com HTMCX e marcadas com Rho123 (A), bem como seu
histograma (B). A andlise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnet, com
*p<0,05 vs. CT. Os dados estdo apresentados como média = EPM.

Fonte: Elaborada pela Autora.



4.9 Estudos in silico de interacdo com a enzima cruzaina (Cr)

Para o estudo da atividade antichagasica do HTMCX, foram realizadas
simulacdes de docking molecular frente ao receptor Cr. Foi possivel observar que o
ligante apresentou RMSD de 1.354A, valor menor que 2.0A, dentro do parametro de
idealidade (YUSUF et al., 2008), e energia de afinidade de -4.7 kcal/mol. O controle Bz
apresentou RMSD de 1.838 A e energia de afinidade -6.1 kcal/mol.

Em relacdo as interacdes envolvidas na formagdo do complexo ligante-receptor
(Figura 24), observamos que 0 HTMCX apresentou uma interacdo hidrofébica com a
cadeia lateral apolar do residuo Ala-138A (3.82A) e uma H-bond de intensidade forte
(IMBERTY et al., 1991) com o residuo de cadeia lateral basica His-162A (2.37 A).

O complexo Bz-Cr (Figura 24) apresentou quatro interacbes com o residuo
aromatico Trp-184A, sendo trés hidrofdbicas (3.53, 3.65 e 3.66A) e uma H-bond de
intensidade moderada (3.12A).

Figura 24: Complexo de interagdo do receptor Cr com HTMCX e Bz.

e HTMCX s BZN
@ Residue ees H-bond

=== Hydrophobic interactions

Legenda: Complexo e mapas de interacdo da enzima Cr com os ligantes HTMCX e Bz.

Fonte: Grupo de Quimica Teorica e Eletroquimica (GQTE) - UECE.
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4.10 Estudos in silico de interagdo com a enzima tripanotiona redutase (TR)

Frente a TR, a substancia apresentou valor RMSD e energia de afinidade de
0.643A e -6.2 kcal/mol. Foi possivel observar valor de RMSD menor que 2.0A, dentro
do pardmetro de idealidade (YUSUF et al., 2008). O complexo apresentou energia de
afinidade de -6.2 kcal/mol, valor menor que -6.0 kcal/mol (SHITYAKOV; FORSTER,
2014) confirmando a estabilidade do complexo ligante-receptor formado. O controle Bz
apresentou RMSD de 1.526A e energia de afinidade de -7.4 kcal/mol, similar ao estudo

de Gomes e colaboradores (2023).

Em relacdo as interacGes envolvidas na formacao do complexo, observamos que
0 HTMCX (Figura 25-A) apresentou sete H-bonds de intensidade forte, sendo quatro
com os residuos de cadeia lateral apolar Ala-13A (2.85A), Gly-14A (2.22A), Gly-16A
(2.49A), Ala-160A (1.78A) e trés com os residuos de cadeia lateral polar ndo carregada
Ser-47A (2.64A) e Thr-52A (2.06 e 2.86A), evidenciamos também que o ligante
apresentou uma H-bond de intensidade moderada com o residuo de cadeia lateral polar
nao carregada Ser-15A (3.54A).

O complexo Bz-TR (Figura 25-B), apresentou uma interagdo hidrofébica com o
residuo de cadeia lateral apolar 1le-200B (3.60A), duas H-bonds de intensidade forte
com o residuo de cadeia lateral polar ndo carregada Thr-335B (2.76 e 2.95A) e uma

interagdo n-m Stacking com o residuo aromatico Phe-199B (5.00A).
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Figura 25: Complexo de interagdo do receptor TR com HTMCX (A) e Bz (B).

| emme HTMCX essw BZN
Residue we= H-bond
=== Hydrophobic interactions
«= - 7t Stacking

Legenda: Complexo e mapas de intera¢do da enzima TR com os ligantes HTMCX (A) e Bz (B).
Fonte: Fonte: Grupo de Quimica Teérica e Eletroquimica (GQTE) — UECE.
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5 DISCUSSAO

Apesar de ser uma enfermidade identificada ha décadas, a DC ainda aflige a
populacdo de forma devastadora, principalmente nos paises emergentes, onde as
Politicas de Saude Publica sdo precérias e desiguais. O Unico farmaco disponivel no
mercado brasileiro é o Bz. Sua eficécia para cura parasitoldgica tem sido relatada na
fase aguda da doenca, porém o mesmo ndo ocorre na fase cronica (CONCEICAO et
al., 2018).

As diferencas de eficcia deste fArmaco na fase aguda e cronica ndo estdo
totalmente esclarecidas, mas podem estar relacionadas as suas propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas. Ademais, manifesta diversos efeitos adversos
decorrentes das altas doses, como por exemplo, vomitos, dermatite e, em casos mais
graves, depressdo da medula 6ssea e polineuropatia periférica (FERREIRA et al.,
2019), o que pode dificultar a continuidade da terapia. Nesse contexto, a prospecgao
de novas moléculas para o tratamento, controle e enfrentamento dessa doenca é de

extrema importancia.

Desde muito tempo, € sabido a diversidade medicinal das plantas. Os avangos
cientificos tém mostrado que as acetofenonas apresentam variadas atividades
bioldgicas em uma variedade de organismos, das quais podemos citar: anti-hepatite B
(YAMASAKI et al., 2021), antibacteriana (DU et al., 2022), antimicrobiana (VIEIRA,;
SOUSA E SILVA; VINHA, 2023), antifotoenvelhecimento (NAIKOO et al., 2023),
antidiabéticas (TASLIMI et al., 2020), entre outros.

Os derivados de acetofenonas também sdo precursores importantissimos na
sintese de medicamentos, entre o quais podemos citar o0 agente hipnético-sedativo
hemitartarato de zolpidem, o agente regulador de crescimento cloridrato de cinacalcete
e 0 agente antifingico topico nitrato de oxiconazol, sdo exemplos de medicamentos
sintetizados a partir de derivados de acetofenona (ZUBKOV; KOUZNETSOQV,
2020). No entanto, poucos sdo os estudos voltados a busca de novos farmacos

antichagésicos a partir destes precursores.

Para tanto, a 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (HTMCX), caracterizada
por ser uma acetofenona, apresentou atividade antioxidante, antiacetilcolinesterase
(HOLANDA, 2019), antifungica (AGUIAR, 2015) e antiinflamatéria
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(CAVALCANTI, 2023). Além disso, os derivados desta substancia também tém sido
relatados com bastante promissores, tais como atividade anti-SARS-CoV-2
(ALMEIDA NETO, 2021), e também antifangica (LOPES, 2019). Embora, poucos
sejam os estudos desta molécula como alternativa para terapia antichagésica, esta

demonstra ser bastante promissora.

No presente estudo, foi descrito pela primeira vez o efeito tripanocida da
acetofenona HTMCX, bem como seu possivel mecanismo de agdo. Essa molécula foi
sintetizada e caracterizada previamente, e a realizagdo do estudo de atividade in vitro
e in silico teve como finalidade avaliar os efeitos nas principais formas de

sobrevivéncia do T. cruzi.

As células hospedeiras de mamiferos (LLC-MK2) possuem alta suscetibilidade
a infeccdo e facilidade de cultivo e, geralmente, sdo utilizadas para investigar
substancias de baixa toxicidade, além de nortear sobre quais concentra¢Ges podem ser
utilizadas para outras avaliagdes (MAGALHAES, 2021). Dessa maneira, através do
ensaio de citotoxicidade foi possivel observar que a substancia apresentou toxicidade
apenas na maior concentragdo testada. E que as demais concentracGes foram menos
toxicas, até mesmo, que o farmaco de referéncia (Bz). Esse efeito pode estar relacionado
com a sua capacidade de interagir com residuos de aminoacidos nucleofilicos presentes
nas biomoléculas (OTERO et al., 2014).

A molécula em estudo apresentou efeito em formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi, inibindo de modo concentracdo e tempo-dependentes a
proliferacdo celular, além de, na maior concentracdo, ser capaz de matar quase
totalmente os parasitos. Resultados semelhantes foram observados em um estudo com
in vitro e in silico com trimetoxifenilchalconas (MAGALHAES, 2021) e p-

aminochalconas sintéticas sobre cepa Y de T. cruzi (GOMES, 2023).

As acetofenonas sdo precursoras do anel aromatico A das chalconas (ROSA,
2018). A biossintese das chalconas comega com a condensa¢do do composto, derivado
da fenilalanina (acetofenona), com trés moléculas de malonil-CoA catalisada pela
enzima chalcona sintase, formando o intermediério, resultando na formacéo da chalcona
hidroxilada 6 que pode ainda ser substrato da enzima chalcona isomerase (DUARTE,

2018). Estas apresentam inumeras atividades descritas a saber: antifingica (LOPES,

60



2019; OSMANIYE et al., 2018), antimalarica (DEVI et al., 2018; REETA et al., 2019)
e antibacteriana (AL-SAHEB et al., 2020; USJAK et al., 2019).

A HTMCX foi capaz de aumentar a seletividade em comparagdo ao grupo
controle, cujo IS foi de 5,66 e 3,11, respectivamente. Esse efeito ocorreu devido a uma
reducdo da toxicidade em células hospedeiras de mamiferos, sem comprometer a
funcionalidade no parasito. Embora os valores encontrados sejam inferiores ao
preconizado pela OMS (IS>50), este achado corrobora com os avangos dos
conhecimentos cientificos de forma a permitir o desenvolvimento de moléculas menos

toxicas com efeito antiparasitario.

As acetofenonas com valor LCso de 815 mg/kg, séo classificadas como néo
cancerigenas para o ser humano, e por isso séo utilizada na industria farmacéutica para
diversos fins. A partir disso, alguns agentes farmacoldgicos foram desenvolvidos a
partir de acetofenonas e propostos para uso pratico no tratamento de diferentes doencas,
sdo exemplo, o antidepressivo bupropiona, o anorexigeno anfepramona (dietilpropiona),
e 0 agente neuropsiquiatrico pirovalerona (ZUBKOV; KOUZNETSOV, 2020).

A substancia foi utilizada também para a avaliacdo do efeito antiamastigota, e
ndo sO reduziu a quantidade de amastigotas dentro das células infectadas nas duas
concentragGes mais altas, mas também reduziu o percentual de células infectadas nas
em todas as concentrages testadas. Demonstrando, entdo, um possivel impedimento na

proliferacéo intracelular das amastigotas.

Semelhante aos resultados encontrados no presente estudo, uma pesquisa
desenvolvida por Soares e colaboradores (2012) demonstrou que o tratamento de células
de mamiferos (LLC-MK2) com acertofenona a-aminocetona 1,4-diamino-2-butanona
levou & alteracdo do balanco redox celular, & ativagdo de resposta antioxidante e ao
desencadeamento de morte celular via apoptose e parada de ciclo celular. Em formas
tripomastigotas de T. cruzi o tratamento com a substancia acarretou na reducdo da
motilitidade e viabilidade destes parasitas. Além do mais, demonstrou-se eficiente em
limitar a invasdo de tripomastigotas as celulas hospedeiras (LLC-MK?2) e redugdo da

proliferacdo de amastigotas intracelulares.

Bortoluzzi e colaboradores (2021) descreveu um efeito semelhante de uma
fracdo rica em chalconas de L. culturatus contra formas amastigotas de T. cruzi. A
reducdo na viabilidade de amastigotas e na infectividade provocada pela HTMCX pode
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estar relacionada com a interferéncia em processos celulares de importancia para a
sobrevivéncia parasitaria (MAGALHAES, 2021).

Dessa forma, a atividade tripanocida da substancia pode ser avaliada através
dos resultados satisfatorios oriundos dos ensaios realizados sobre as formas de vida do
parasito. Sobretudo, se tratando dos ensaios sobre tripomastigota, forma néo replicativa,

além de apresentar-se moderadamente toxico para as células LLC-MK2.

As avaliagGes andlogas a apoptose e necrose, bem como de morte dos parasitos,
foram realizadas através de citometria de fluxo ap6s marcagdo com 7-AAD e Anexina
V. As concentracfes analisadas promoveram marcacao Unica que evidenciaram uma
lesdo de membrana semelhante a que acontece na necrose, 0 que compromete a
recuperacgdo dos parasitos, podendo ocasionar a perda de integridade de membrana e ao
dano de organelas (MENNA-BARRETO, 2019).

Além disso, foi possivel evidenciar o estresse oxidativo pela producdo de ERO
e diminuicdo do potencial mitocondrial. Desse modo, o efeito tripanocida dessas
moléculas aparentemente ndo parece ser mediado por reacdes nucleofilicas, mas sim
através da interferéncia em vias metabdlicas do parasito. Lopes e colaboradores (2019)
evidenciaram que estruturas semelhantes a chalconas, derivados do acido p-cumarico,
também provocaram dano de membrana e processo sugestivo de necrose em T. cruzi.
Apesar da escassez de estudos nesta vertente, alguns resultados demonstram que este
mecanismo pode estar associado ao efeito destas moléculas em células cancerigenas
(DOS SANTOS et al., 2019).

A evidéncia de estresse oxidativo a partir dos ensaios de citometria de fluxo
nos direciona para a existéncia de vias alternativas de metabolizag¢&o da substancia. Por
isso, foram realizadas simulac¢des de docking molecular para analisar as interagdes entre
HTMCX-tripanotiona redutase (TR) e, também, HTMCX-cruzaina (Cr) de T. cruzi.
Estas enzimas sdo consideradas alvos promissores para o desenvolvimento de novos
medicamentos tripanocidas, uma vez que esta envolvida na sobrevivéncia do hospedeiro
e em vias metabdlicas essenciais ao longo do seu ciclo de vida (KHAN, 2007;
MCGRATH et al., 1995).

Embora ndo to expressiva, quando comparada as interacdes HTMCX-TR, 0s
resultados da interagdo HTMCX-Cr apresentaram-se dentro do pardmetro de idealidade
(<2.0A), interagindo com os residuos Ala-138A, Trp-184, His-162. Apenas esta Glima
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sendo de intensidade forte. A substancia apresentou afinidade com TR consideravel,
interagindo com os residuos Ala-13, Ala-160, Ser-47, Gly-14, Gly-16, Ser-15 e Thr-52.
Todas essas interagdes foram fortes e sugerem uma conformacdo ligante-proteina

estavel.

A porcdo hidrofobica da enzima, formada por Phe-396, Pro-398, Leu-399, Cys-
469, Ser-470, Met-471 e Arg-472, atribui elevada seletividade para a enzima parasitaria,
quando comparada a isoforma humana, com uma melhor interacdo com o substrato
[T(S)2] (DA PAIXAO; PITA, 2019; MAGALHAES, 2021). Embora a interacio néo
esteja totalmente localizada no sitio catalitico, foi demonstrado que o substrato [T(S):]
liga-se ao residuo Ser-15 através da ligacdo de hidrogénio durante o mecanismo
enzimatico (BOND et al., 1999), o que indica que a substancia pode potencialmente

interferir na estabilizacdo do substrato natural para TR.

Nesse contexto, derivados de Diaspyros crassiflora demonstraram, através do
docking, interacGes inibitorias com TR de T. cruzi, designando atividade promissora
para a terapia antichagasica (ULIASSI et al., 2017). O derivado da plumbagina, 5-
hidroxi-2-metil-1,4,-naftoquinona, também apresentou inibicdo de TR no género
Leishmania sp., este achado estd associado com inchago mitocondrial, aumento da
producédo de ERO e morte celular (AWASTHI et al., 2016).

O comprometimento da TR relaciona-se aos resultados de citometria de fluxo,
especialmente, no que diz respeito a analise do estresse oxidativo. Como a TR € a
principal enzima responsavel pela eliminagdo de ERO no T. cruzi, uma inibicdo
potencial pode levar a um efeito tripanocida eficiente. Além disso, a TR ndo esta
presente em hospedeiros mamiferos, o que pode ser explorado como um mecanismo

especifico para drogas tripanocidas.

Todavia, poucos sdo os estudos relacionando as acetofenonas com a inibicéo
de sistemas redox do T. cruzi. Dessa maneira, 0s achados do presente estudo, sobretudo,
na morte celular e na funcdo mitocondrial e do parasito reforcam a importancia do
delineamento molecular destas substancia utilizando alvos proteicos do parasito para o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas para doencas negligenciadas, em especial,

para a doenca de Chagas.

Holanda (2019), em um ensaio com zebrafish e tratamento com a HTMCX,

demonstrou a capacidade desta em inibir a satisfatoriamente colinesterase, no entanto,
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esta ndo apresentou atividade antioxidante tdo eficaz em comparacdo com outros
resultados obtidos na literatura para outras susbstdncias da mesma classe. Entretanto, é
necessaria a realizagdo de mais testes, utilizando outros métodos de avaliagcdo
antioxidante, para comprovar a a¢do antioxidante positiva ou negativa da acetofenona
HTMCX.

Dentre alguns fatores que possam limitar a sua aplicabilidade estdo as
caracteristicas ja descritas para hidroxiacetofenonas: baixa biodisponibilidade e
solubilidade reduzida (ADKI; KULKARNI, 2020). Sendo assim, o desenvolvimento e
a utilizagdo de sistemas alternativos de producdo de medicamentos poderd ser

empregado a fim de melhorar a eficacia e disponibilidade da substancia.

Por fim, pode-se inferir que a HTMCX apresentou potencial atividade
tripanocida, através de mecanismos de agdo ainda ndo esclarecidos, mas que nos levam
a pressupor que seja atraves de vias metabolicas, por meio do estresse oxidativo e dano
de membrana observados. Estes acontecimentos podem estar ligados a importantes
enzimas (Cr e TR) que sdo fundamentais para a manutencdo da sobrevivéncia do
parasito e da infectividade. Os resultados promissores expressam a necessidade da
continuidade de estudos desta molécula, com a finalidade do desenvolvimento de novas

opcdes terapéuticas para o tratamento da DC.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade, revelam que a
HTMCX apresenta consideravel efeito tripanocida. Além disso, devido a sua maior
seletividade contra os amastigotas, através da reducdo do percentual de células
infectadas e do ndmero dessas formas intracelulares, indicam uma eventual

potencialidade da substancia para aplicacdo em modelos crénicos de DC.

A substancia também foi capaz de provocar um consideravel dano de
membrana ao parasito com ocorréncia de estresse oxidativo, evidenciados atravées do
da producéo de ERO e diminuicdo do potencial transmembréanico mitocondrial, bem
como a interferéncia na atividade da TR. De modo geral, o presente estudo ressalta a
importancia da acetofenona como potencial molécula farmacoldgica no contexto da
terapia antichagasica, tendo em vista os seus resultados promissores. Além de reforcar

a continuidade da realizacdo de novos desenhos experimentais tripanocidas.
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APENDICE A - Dados de RMN *H e 3C da HTMCX em CDCls.

C dC (ppm) dH (ppm)

1 106,36 -

2 158,56 -

3 130,51 -

4 159,18 -

5 86,53 5,88 (5)

5 158,84 -

7 203,85 -

8 33,23 2,52 (9)
OH - 13,74 (s)
MeO 60,75 3,85 (5)
MeO 56,03 3,81 (5)
MeO 55,67 3,72 (5)

Legenda: Os deslocamentos quimicos em 6C e dH estdo em ppm.

Fonte: Laboratério de Quimica de Produtos Naturais - UVA.



APENDICE B - Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) da HTMCX.
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APENDICE C - Espectro de RMN 3C (CDCls, 125 MHz) da HTMCX.
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Fonte: Laboratério de Quimica de Produtos Naturais - UVA.



