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RESUMO

A doenga de Chagas (DC), endémica em 20 paises latino-americanos, afeta 7 milhdes de pessoas
no mundo, causa aproximadamente 14.000 mortes anuais e coloca mais de 75 milhGes de
pessoas em risco de infecgdo. O Unico tratamento disponivel, com Benzonidazol, apresenta
diversas limitagdes e contraindicacdes, tornando-se urgente o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos. Neste estudo, ¢ descrita a sintese, caracterizagao e efeitos inibitorios
da chalcona (E)-1-(4-aminophenyl)-3-(2,2-difluorbenzol[d][ 1,3 ]dioxol-5-yl)prop-2en-1-
one (DF) contra formas de Trypanosoma cruzi da cepa Y. A estrutura molecular desse
composto foi caracterizada por espectrofometria e citometria de fluxo e seu potencial
contra T. cruzi foi avaliada através de ensaios in vitro ¢ in silico. Os resultados do presente
estudo mostraram que a chalcona apresentou efeito tripanocida e reduzida toxicidade
quando comparada ao benzonidazol (referéncia). Além disso, também induziu alteracdes
morfoldgicas como extravasamento celular e formagao de poros na superficie do parasito,
observados via microscopia eletronica de varredura e corroborados pelos resultados da
citometria de fluxo, via marcacdo com 7-AAD, indicativo de necrose, com melhor
seletividade quando comparada ao benzonidazol. Os resultados da modelagem mostraram
uma grande afinidade do ligante da chalcona com a enzima Cruzaina, crucial para o
metabolismo e ciclo de vida do 7. cruzi, formando um complexo estavel interagindo no
mesmo sitio do inibidor KB2 (ligante co-cristalizado na enzima Cruzaina). O estudo
ADMET demonstrou que a chalcona possui propriedades de tamanho, lipofilicidade e
polaridade que favorecem sua permeabilidade na membrana. Estes resultados sdo
relevantes, uma vez que chalconas tém sido descritas como moléculas com potencial de
inibicao de crescimento ou de causar a morte de 7. cruzi. Em conclusdo, a chalcona E)-
1-(4-aminophenyl)-3-(2,2-difluorbenzol[d][ 1,3]diox0l-5-yl)prop-2en-1-one (DF)

aumenta as perspectivas para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Chalconas; Dinamica Molecular; Cruzaina;

ADMET.



ABSTRACT

Chagas disease (CD), endemic in 20 Latin American countries, affects 7 million people
worldwide, causes approximately 14,000 deaths annually, and puts more than 75 million
people at risk of infection. The only available treatment, with Benzonidazole, has various
limitations and contraindications, making the development of new therapeutic agents
urgent. This study describes the synthesis, characterization, and inhibitory effects of the
chalcone  (E)-1-(4-aminophenyl)-3-(2,2-difluorobenz[d][1,3]dioxol-5-yl)prop-2-en-1-
one (DF) against forms of Trypanosoma cruzi of the Y strain. The molecular structure of
this compound was characterized by spectrophotometry and flow cytometry, and its
potential against 7. cruzi was evaluated through in vitro and in silico assays. The results
of this study showed that the chalcone exhibited trypanocidal effects and reduced toxicity
compared to Benzonidazole (reference). Furthermore, it induced morphological changes
such as cell leakage and pore formation on the parasite surface, observed via scanning
electron microscopy and corroborated by flow cytometry results using 7-AAD staining,
indicative of necrosis, with better selectivity compared to Benzonidazole. Modeling
results showed a high affinity of the chalcone ligand with the enzyme Cruzaine, crucial
for the metabolism and life cycle of 7. cruzi, forming a stable complex interacting at the
same site as the inhibitor KB2 (ligand co-crystallized in the enzyme Cruzaine). The
ADMET study demonstrated that the chalcone possesses size, lipophilicity, and polarity
properties that favor its membrane permeability. These results are relevant since
chalcones have been described as molecules with potential to inhibit growth or cause
death of 7. cruzi. In conclusion, the chalcone (E)-1-(4-aminophenyl)-3-(2,2-
difluorobenz[d][1,3]dioxol-5-yl)prop-2-en-1-one (DF) enhances prospects for the

development of new therapeutic agents..

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chalcones; Molecular Dynamics; Cruzain; ADMET.
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1. INTRODUCAO, RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
1.1.  Historico e epidemiologia da doenca de Chagas

A Doenca de Chagas (DC), ou Tripanossomiase Americana, ¢ uma atropozoonose
endémica das Américas, que possui como agente etioldgico o protozoario intracelular
Trypanosoma cruzi, pertencente ao supergrupo Excavata e subgrupo Kinetoplastea (ADL
et al., 2005). Seu vetor sdo insetos triatomineos de habitos hematdfagos (familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae) (LENT & WYGODZINSKY, 1979; VAHIA-
LOUREIRO et al., 1996), conhecidos como barbeiros, chupdes e bicudos (AMATO
NETO; PASTERNAK, 2009). A Doenca de Chagas foi diagnosticada e descrita pela
primeira vez pelo cientista Dr. Carlos Chagas, no municipio de Lassance, no ano de 1909

(CHAO; LEONE; VIGLIANO, 2020).

No final do século XX, a Doenca de Chagas tornou-se reconhecida pela
Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) e outras institui¢cdes de satide publica como uma
doencga tropical negligenciada (DTN), porque afeta principalmente as populagdes de
baixa renda, sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade cronica em
paises tropicais em desenvolvimento, e tem sido historicamente sub-representada na
alocagdo de recursos de promocdo da satide de organizacdes de pesquisa, governamentais
e de auxilio publico, gerando grande impacto econdmico e social (BONNEY, 2014; THE
LANCET, 2019 ; DNDI, 2021).

Inicialmente restrita as Américas, com area de ocorréncia entre o México e o sul da
América do Sul, a Doenca de Chagas tornou-se um problema de satde em regides nao
endémicas como Europa, Australia, Japao e Estados Unidos, devido ao fluxo migratorio
de individuos oriundos de areas endémicas (RASSI; MARIN-NETO, 2010; LESLIE,
2011). Calcula-se entre 6 ¢ 7 milhdes o nimero de infectados, cerca de 70 milhdes de
pessoas em situacdo de risco de infecgdo, com170 mil novos casos anuais ¢ 10 mil 6bitos
por ano decorrentes de complicagdes da doenca (DNDI, 2021; PEREZ-MOLINA;
NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2012).

O impacto econdmico mundial gerado pela doenga de Chagas chega a US$ 7,19
bilhdes por ano (MORILLA; ROMERO, 2015). Somente no Brasil, US$ 1,3 bilhdes sao

gastos anualmente com pacientes em fase cronica da Doenga de Chagas (WHO, 2016).
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Segundo Boletim Epidemiologico do ano de 2020 do Ministério da Satde, foram
confirmados 146 novos casos de DC no territorio brasileiro. Com relagdo a mortalidade,
durante o periodo de margo a agosto de 2020, foram registrados 1.746 6bitos por doenga
de Chagas, com predominancia nas regides Sudeste ¢ Nordeste. No entanto, é importante
observar que pode existir uma subnotificag@o significativa devido a pandemia de COVID-

19. (ZAIDEL et al., 2020; BRASIL, 2021).

1.2 Ciclo bioldgico e fisiopatologia da Doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da Doenga de chagas, € um protozoario
flagelado, de ciclo bioldgico heteroxénico e parasito obrigatorio, que possui um unico
flagelo (exceto na forma intracelular, que ndo possui flagelo externo) e uma tUnica
mitocondria, alongada e termina em um cinetoplasto que contém o DNA mitocondrial.
Durante seu ciclo de vida apresenta trés diferentes formas evolutivas principais adaptadas
as mudangas de ambiente e hospedeiro: epimastigota (forma proliferativa ndo infectante,
presente no intestino médio do inseto), tripomastigota (forma nao proliferativa infectante,
presente na por¢do posterior do intestino do inseto) e amastigota (forma proliferativa

intracelular) (ADADE et al., 2013).

A identificacdo da forma evolutiva considera a posicdo do cinetoplasto e a
localizagao do flagelo. Nos epimastigotas o cinetoplasto e a bolsa flagelar, da qual emerge
o flagelo, estdo em posicao anterior ao nucleo. No tripomastigota o cinetoplasto situa-se
na parte terminal do flagelo. J& nos amastigotas, o flagelo imperceptivel e ndo

proeminente (DIAS; COURA, 1997).

O ciclo do parasito se inicia quando o inseto vetor triatomineo se alimenta do
sangue de um hospedeiro vertebrado infectado contendo formas tripomastigotas
sanguineas. Uma vez ingeridas, as formas tripomastigotas vao para o estomago do
inseto, onde a maioria ¢ lisada por enzimas digestivas (CASTRO et al., 2007). As formas
tripomastigotas remanescentes se transformam em formas epimastigotas, que por sua
vez migram para o intestino médio do inseto e dividem-se intensivamente por divisdo
binaria mantendo a infec¢do no vetor (ALVES et. al., 2007). Parte desses epimastigotas
migra para o intestino posterior onde se diferenciam em formas tripomastigotas
metaciclicas, forma infectante para varias espécies de mamiferos. A infec¢do ocorre

quando o triatomineo ao realizar o repasto sanguineo deposita junto a regido da picada
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excrementos (fezes e urina) contaminados com formas tripomastigotas metaciclicas.
Uma substancia irritante que ocasiona prurido também ¢ liberada pelo inseto. A coceira
local faz com que os tripomastigotas metaciclicos sejam arrastados para o orificio da

picada pelo proprio hospedeiro vertebrado (DE SOUZA et al. 2010).

As formas tripomastigotas metaciclicas sdo capazes de sobreviver e reproduzir-
se em uma variedade de células nucleadas (SILVA et al., 2007), onde se convertem em
formas amastigotas; ocorre proliferacdo intracelular por sucessivas divisdes binarias e
diferenciagdo em formas tripomastigotas que rompem a célula e caem na circulacio
sanguinea (LIMA-COSTA et al, 2010). Apoés a ruptura celular, as formas
tripomastigotas liberadas na corrente sanguinea podem infectar células vizinhas,
disseminar para outros 6rgaos ou serem ingeridas por outro inseto vetor reiniciando o

ciclo (MUNOS-SARAIVA et al., 2012).

Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Triatomine Bug Stages Human Stages
Trigtomine bug takes a biood meal )
{pasars mEtacych thporrathyotes n feces a Metacyclic trypomastigoles
o WWW Enter Dite WoLnd or penetrate various cells at bite
Mmoo membranes, such as the compunctra) wound site. Inside cells “!j’

ﬁ ; transfarm into amastigotes.

Metacyclic trypomastigotes A @

e/
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e
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O Ermastgotes Rovpamasigoie ngesied)
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(Fonte: www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html)

O T. cruzi ndo apresenta uma homogeneidade populacional, sendo constituido por

varias cepas circulantes na natureza, podendo-se notar uma variabilidade genética entre
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elas, como ja descrito (MATTEI et. al, 1977; NOGUEIRA & COURA, 1989).
Diversidade quanto a susceptibilidade a quimioterapia e diversidade de padrdes
biologicos, bioquimicos e moleculares pode ser encontrada em diferentes populagdes de
T. cruzi, entretanto, populacdes de uma mesma area geografica tendem a apresentar
caracteristicas semelhantes entre si (TOLEDO, 1997; STOTHARD, 1999; DEVERA et
al.,2002; ANDRADE, 2005; ANDRADE, et al., 2011; DE OLIVEIRA E SILVA, 2013).

Uma das primeiras tentativas de classificacdo das cepas de 7. cruzi foi realizada
por Brener (1977) ao propor o uso das cepas Y e CL (Colombiana) como cepas polares,
visto que, em animais, a infeccdo por Y apresentava tropismo por macréfagos, elevada
parasitemia e evolucdo para o dbito, enquanto por CL se observava miotropia (tropismo

por miocitos) e uma infeccdo de menor gravidade.

A maior parte das infecgdes advém da transmissdo vetorial, através do contato
com os excrementos do triatomineo infectado (COURA, 2007, COURA; BORGES-
PEREIRA, 2012). Porém, vem sendo observada uma diminui¢do desse tipo de
transmissdo devido as iniciativas regionais de combate aos vetores, em particular nos
paises do Cone Sul (SILVEIRA, 2002). No Brasil, tais esfor¢os culminaram, em 2006,
com o reconhecimento de pais livre da infec¢do vetorial pelo Triatoma infestans (OPAS,

2006).

O segundo mecanismo de transmissdo mais importante € a transfusdo sanguinea
(GASCON; BERN; PINAZO, 2010). A transfusao sanguinea ¢ o principal mecanismo de
transmissdo em zonas urbanas. Entretanto, na atualidade, tém-se reconhecido um melhor
controle da hemoterapia no Brasil e em outros paises da América Latina (MORAES-
SOUZA, 1999). O diagnostico diferencial para doenga de Chagas em doagdes sanguineas
e de orgdos, em areas endémicas, ¢ de extrema importancia para controle da infecgao.
Com o aumento do fluxo migratério de latino-americanos para outros continentes, a
possibilidade de casos ocorrerem em areas ndo endémicas passa a merecer maior atengao

(MAGUIRE et al., 2006; SCHMUNIS, 2007).

A transmissdo congénita pode ocorrer em qualquer fase da doenca materna e pode
se dar em qualquer época da gestacdo, sendo mais provavel no ultimo trimestre, ou
ocorrer durante o parto, pelo contato das mucosas do feto com o sangue da mée infectada
(BRASIL, 2012). Ja a infeccdo pela via oral ¢ responsavel por surtos de transmissdo em

areas urbanas e regides onde nao ha circulagio de insetos vetores domiciliados (PEREIRA
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et al., 2009). Esta via de transmissdo ¢ geralmente associada com uma alta concentragdo
parasitaria, resultando em uma manifestacdo clinica aguda mais severa com altos indices
de mortalidade. De forma semelhante, a transmissdo por meio de transplante de 6rgdos
tem adquirido relevancia nas ultimas décadas. Essa forma de transmissdo apresenta
manifestagdes clinicas graves uma vez que os receptores estdo imunocomprometidos

(BRASIL, 2012; PEREIRA; NAVARRO, 2013).

A doenca de Chagas apresenta duas fases: aguda e cronica. Durante a fase aguda
da doencga, quando ha uma grande proliferagdo do parasito, € possivel sua detecgdo com
exame de sangue direto. No entanto, na maioria dos casos tal forma passa despercebida
devido ao ndo reconhecimento ou auséncia de manifestacdes clinicas (RASSI et al.,
2000). Os casos sintomaticos apresentam febre, adenopatia generalizada, edema,
hepatoesplenomegalia e, nos casos mais severos, miocardite e meningoencefalite. Os
sinais e sintomas da fase aguda tendem a desaparecer ap6s 4 a 8 semanas. Na maioria dos
individuos a resposta imunologica ¢ capaz de controlar a infec¢do, resultando em uma
drastica reducdo da parasitemia (PRATA, 1994). Entretanto, em torno de 2 a 5% dos
pacientes sintomaticos na fase aguda evoluem para o 6bito (CHATELAIN, 2017).

A fase cronica da infec¢@o pode manifestar-se como forma indeterminada que, a
depender da area geografica, pode apresentar indices entre 40 e 90% de infectados
assintomaticos e sem anormalidades no eletrocardiograma e nos exames radiologicos do
coragdo, esdfago e colon. Esses casos, porém, continuam a mostrar reagdo sorologica
positiva para Chagas, apresentando ao longo do tempo xenodiagnosticos e testes de PCR

repetidamente positivos (DIAS & MACEDO, 2005; COURA, 2007).

Pacientes na forma indeterminada podem permanecer nesse quadro pelo resto da
vida ou pode haver uma evolucdo da doenca para as formas cardiaca (cardiopatia
chagasica), digestiva (megaesofago ou megacolon) ou ambas (cardio-digestiva)
(BRENER, 1987; GUTIERREZ et al., 2009; BIOLO et al., 2010). A cardiopatia
chagasica cronica ¢ a manifestagdo mais significativa devido a sua frequéncia e
severidade, aparecendo entre os 20 e 40 anos do individuo, entre 5 ¢ 15 anos apos a
infecc@o. Seus sinais e sintomas sdo caracterizados por infiltracdo inflamatoria, morte
celular e fibrose intersticial reparativa, eventos que levam a distarbios no sistema de
condugdo cardiaco (bloqueio intraventricular e atrioventricular, disfun¢do no noédulo
sinusal e arritmia ventricular) e miocardite, causando instabilidade elétrica (arritmia

atrial), reducdo da contratilidade (trombose intracavitdria e insuficiéncia cardiaca) e
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distirbios microvasculares que podem resultar em morte stbita. Alteragdes no sistema
nervoso intracardiaco podem causar dor toracica atipica e morte subita (MARIN-NETO

et al.,2007; PEREIRA; NAVARRO, 2013).

Na forma digestiva, as manifestagcdes clinicas sdo causadas por disfun¢do no
peristaltismo de es6fago e colon, provocado por destrui¢dao do plexo mioentérico e tendo
como consequéncia a formagdo do megaesofago (disfagia, dor no peito e regurgitagdo) e
megacolon (constipagdo cronica, dor abdominal e obstrucdo) (REZENDE-FILHO et al.,
2005; COURA, 2007). A natureza das modificagcdes miocardicas na fase cronica tem sido
considerada um fendomeno autoimune (MICHAILOWSKY et al., 2003; CUNHA NETO
et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2009). Entretanto, a persisténcia do parasito em tecidos
também tem sido demonstrada (VAGO, ef al., 2000).

Casos de reativacdo da doenca de Chagas foram descritos em pacientes
leucémicos e transplantados. A imunossupressao também pode levar a uma reativagdo da
doenca, com proliferacdo do parasito, lesdes necroticas ou tumorais no cérebro (75%), e
intensificagdo de miocardites (44%). Tais quadros sdo frequentemente observados em

coinfec¢do com HIV e individuos transplantados (CORDOVA et al., 2008).

1.3 Tratamento farmacologico da doenca de Chagas

Embora a Doenca de Chagas seja causadora de morbidade e de um numero
elevado de oObitos, nos ultimos 50 anos ha apenas dois medicamentos disponiveis para o
tratamento. O benzonidazol e o nifurtimox, duas moléculas conhecidas como compostos
nitroheterociclicos ~ (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018a), sdo derivados
nitroimidazolicos e sua eficacia terapéutica ¢ especialmente dependente da fase da doenca
na qual o tratamento foi instituido. Ambos os farmacos apresentam seguranca e eficacia
bastante limitada (CASTRO; DIAZ DE TORANZO, 1988; JACKSON; WYSSA;
CHAPPUIS, 2020). Considerado toxico, o nifurtimox teve sua comercializa¢do cancelada
em diversos paises, inclusive no Brasil (CANCADO, 2002). Assim, o benzonidazol
tornou-se o Unico medicamento usado no Brasil para tratar esta doenga (MORILLA;

ROMERO, 2015).

O tratamento disponivel atualmente ¢ eficaz logo apos a infeccao, no inicio da

fase aguda (MORILLA; ROMERO, 2015), porém, uma vez que a doenga tenha
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progredido até as formas indeterminada ou cronica, nenhum medicamento apresenta
efetividade satisfatoria. A taxa média de cura entre casos agudos e recentes ¢ de 80%, ao
passo que ¢ inferior a 20% entre os cronicos (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012;
SESTI-COSTA et al., 2014). Além disso, o tratamento ¢ contraindicado para pacientes
com insuficiéncia renal ou hepatica, e durante gravidez (MARIN-NETO et al., 2009;
RASSI; MARIN-NETO, 2010; HASSLOCHER-MORENO et al., 2012), desencadeando
muitos efeitos adversos ao longo do tratamento (PEREZ-AYALA et al., 2011). As reagdes
adversas mais frequentes incluem manifestacdes de hipersensibilidade cutanea,
intolerancia digestiva, anorexia, astenia, dor de cabega e insonia. Rea¢des menos comuns,
como neuropatia e supressdo medular, sdo consideradas raras, e a interrup¢do do
tratamento foi registrada em cerca de 30% dos protocolos terapéuticos (VIOTTI et al.,

2009).

Esses fatores contribuem para um desinteresse da industria farmacéutica no
desenvolvimento de novos farmacos para doenca de Chagas, caracterizada como doenga
negligenciada, e destacam a importancia de grupos de pesquisa ao empregar ferramentas
como a nanotecnologia (TESSAROLO et al., 2018), o reposicionamento de farmacos
(BELLERA et al., 2020) e a sintese e prospecc¢do de novas moléculas (DE MENEZES et
al., 2019a) como estratégias contemporaneas de terapia (KRATZ, 2019).

1.4 Novas abordagens para o desenvolvimento de farmacos antichagasicos

Pesquisas com o intuito de desvendar novas rotas metabolicas especificas dos
tripanossomatideos, auxiliando no conhecimento mais aprofundado da biologia dos
parasitos, tornaram-se guias nas pesquisas farmacoldgicas. Alguns desses processos
bioquimicos vitais para esses microrganismos foram identificados, objetivando o
desenvolvimento de inibidores seletivos capazes de interferir nesses processos e,
consequentemente, causar a morte do parasito (MIRANDA; SAYE, 2019). Duas enzimas
destacam-se, a cruzaina e a tripanotiona redutase, uma vez que exercem papel
fundamental na sobrevivéncia do parasito no hospedeiro vertebrado ( PALOS ez al., 2017;

BATTISTA et al., 2020).

As cisteino proteases sdo enzimas que desempenham papéis importantes em varias
vias metabolicas e processos fisiolégicos em organismos, incluindo a digestdo de

proteinas e a regulacdo da apoptose (morte celular programada). Os principais membros
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desse grupo de enzimas em tripanossomatideos sdo a cruzaina, rodesiana e catepsina B.
Estas enzimas sdo expressas durante todo o ciclo de vida dos tripanossomatideos, sendo
importantes em processos de diferenciacdo celular, nutricdo, reprodugdo, invasio em
células hospedeiras e sobrevivéncia a resposta imune. A expressdo dessas proteinas esta
diretamente relacionada a progressdo de doengas causadas por esse grupo de parasitos

(FERREIRA; ANDRICOPULO, 2017).

A cruzaina de Trypanosoma cruzi (TcCr), peptidase do tipo catepsina L-like, ¢ a
principal cisteino protease presente durante o ciclo de vida do 7. cruzi, constituida de dois
dominios, um do tipo a-hélice e outro folha-B-pregueada, com o sitio ativo localizado na
interface entre as duas subunidades ( BRAK ef al., 2010; BARBOSA DA SILVA et al.,
2019).

Dentro do ciclo de vida do T. cruzi a TcCr atua em diferentes processos. No
hospedeiro invertebrado, a TcCr participa da adesdo entre o parasito e o intestino do
barbeiro e ¢ importante durante o processo de metaciclogénese, contribuindo diretamente
na viruléncia das diferentes cepas de 7. cruzi (SAN FRANCISCO et al.,2017; LOSINNO
et al., 2021). No hospedeiro vertebrado, a TcCr participa do processo de invasdo das
células hospedeiras (BURLEIGH; WOOLSEY, 2002). Além disso, TcCr exerce
importante papel na evasdo a resposta imune do hospedeiro, através da clivagem de
anticorpos e impedimento da ativacdo do sistema complemento, da resposta imune
celular, e impedir a sintese de fatores de transcri¢do pro-inflamatoérios, como o NF-kB

(DOYLE et al., 2011; PONCE et al., 2013; SCHARFSTEIN, 2018).

Por fim, a TcCr também esta relacionada a degradagdo de compostos toxicos para
0 parasito, uma vez que estudos que induziram a inibicdo de cruzaina levaram a um
aumento da morte dos parasitos, relacionado a concentracdo de compostos no Complexo

de Golgi (ENGEL et al., 2000; MOREIRA et al., 2017).

1.5 Chalconas como fontes de novas moléculas bioativas

Chalconas s3o compostos fenolicos que pertencem a uma familia de pequenas
moléculas com ampla distribuicdo em diferentes partes aéreas de vegetais. Elas sdo
caracterizadas por um esqueleto 1,3-diaril-2-propen-1-ona, constituido de dois anéis

aromaticos ligados pelo sistema carbonila, aberto, de trés carbonos a,B-insaturados,
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podendo ser substituida em quaisquer desses anéis (Figura 2). (AVILA et al., 2008).
Assim, € possivel a producio de uma grande diversidade de chalconas naturais e sintéticas

(ZHUANG et al., 2017).

Em vegetais, a sintese de chalconas naturais ocorre pela a¢do das enzimas
chalcona sintase e chalcona redutase, utilizando como substratos os compostos malonil-

CoA ¢ p-coumaroil-CoA (IRFAN et al., 2020).

Figura 2: Esqueleto bdsico das chalconas.

N

O

Além do processo de sintese natural, as chalconas podem ser sintetizadas em
laboratorio, sendo um processo rapido e facil. A principal reagdo empregada na sintese
de chalconas ¢ a condensacao de Claisen-Schmidt, que ocorre através da condensacgao
entre um benzaldeido e uma metilcetona (acetofenona) na presenga de catalisador em

meio alcodlico acido/alcalino (BHAMBRA et al., 2017).

A facilidade de sintese e a grande variedade de propriedades bioldgicas, como
antioxidante (SOKMEN; AKRAM KHAN, 2016) e antimicobacteriano (RAMESH et al.,

2020), tornaram as chalconas um alvo de grande interesse para grupos de pesquisa.

Estudos do efeito citotoxicidade de chalconas em linhagens de células de cancer
de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), oral (SAS), prostata (PC-3), colon (HCT-116) e
cancer de figado (HuH-7 e Hep2), apresentaram valores de concentragdes citotoxicas
inferiores a 50 uM (BADRIA et al., 2019; SHAIK et al., 2020a). No campo da
microbiologia, a agdo de aminofenilchalconas em cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli sensiveis e resistentes, apresentou um excelente efeito sinérgico com
norfloxacino, gentamicina e penicilina através da inibicdo das bombas de efluxo NorA e
MepA (FERRAZ et al., 2020; USJAK et al., 2019). Efeito também observado em cepas
resistentes de S. aureus com chalconas isoladas das flores de Arrabidaea brachypoda

(REZENDE-JUNIOR et al., 2020).
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O efeito antiftingico das chalconas tem sido amplamente documentado, incluindo
atividade contra dermatoéfitos como Candida albicans, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Aspergillus fumigatus, espécies de Tricophyton sp. € Microsporum sp., com
valores de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) inferiores a 0,25 pg/mL (MIRZAEI,
ABASTABAR; EMAMI, 2020). Notavelmente, diclorochalconas sintéticas
demonstraram uma eficacia superior frente a cepas de C. tropicalis em comparagdo ao

observado para o fluconazol (SHAIK et al., 2020b).

No grupo das doengas negligenciadas causadas por parasitos, chalconas como a
cardamonina e a licochalcona A induziram alteracdes morfologicas e bioquimicas em
Schistosoma mansoni resistentes ao praziquantel ( SOUZA et al., 2017; CARVALHO et
al., 2021).

A agdo de derivados de chalconas em diferentes espécies de tripanossomatideos ¢
evidenciada em diversas publicagdes. Em estudo com Leishmania amazonensis essas
moléculas apresentaram efeito bioldgico superior a pentamidina e com maior seletividade
(MENDES et al., 2019). Em Leishmania (Leishmania) infantum, licochalcona apresentou
efeito leishmanicida in vitro e em modelo experimental de leishmaniose (SOUZA et al.,
2020). Em espécies de Trypanossoma, flavocauina B, uma chalcona natural encontrada
em Polygonum ferrugineum, exerceu efeito em cepas de 7. brucei e T. cruzi, com
efetividade superior ao benznidazol (RODRIGUES et al., 2017). Portanto, os resultados
promissores de chalconas, especialmente em relagdo aos tripanossomatideos, destacam o

potencial promissor dessas moléculas na terapia contra a doenca de Chagas.

1.6 Justificativa e relevancia

Endémica em 21 paises da América Latina e com registro de infec¢des em regides
ndo-endémicas, a doenca de Chagas ¢ responsavel pela maior parte das mortes causadas
por doencas parasitarias. Entre 10% e 30% dos pacientes infectados desenvolve
comorbidades que resultam em deficiéncia significativa com grande impacto social e
econdmico, incluindo desemprego e diminui¢do da capacidade de ganho (DNDI, 2018),
sendo a cardiomiopatia a principal causa de morte (MORILLA et al., 2015). Apesar de
seu impacto em diferentes comunidades, a doenca de Chagas continua no rol de Doencas
Negligenciadas, ndo atraindo interesse da industria farmacéutica para desenvolvimento

de novos farmacos, uma vez que a afeta principalmente populagdes de baixa renda



22

(BESTETTI et al., 2016; BALOUZ; AGUERO; BUSCAGLIA, 2017; CHAO; LEONE;
VIGLIANO, 2020).

O unico medicamento disponivel no Brasil para o tratamento da doenga de Chagas
¢ o benzonidazol, apesar de ndo ser efetivo na fase cronica, possuir baixa seletividade ao
parasito e causar efeitos colaterais severos (VIOTTI et al., 2009; MORILLA; ROMERO,
2015). Além disso, algumas cepas resistentes ao benzonidazol emergiram, tornando ainda
pior o prognostico de alguns pacientes, j4 que ndo possuem outra opgao terapéutica

(RODRIGUES et al., 2014).

Nesse contexto, a busca por moléculas promissoras para o desenvolvimento de
novas terapias antichagasicas impulsiona o trabalho de diversos grupos de pesquisa,
sobretudo com moléculas cujo efeito antimicrobiano e antiparasitario ¢ descrito. Estudos
que tém como alvo terap€utico a inibi¢do de enzimas como a cruzaina e tripanotiona
redutase, vitais para o desenvolvimento do ciclo de vida do parasito no hospedeiro, tém-
se destacado ( FERREIRA; RIVERA et al., 2009; ANDRICOPULO, 2017, BOMBACA
et al., 2019; SANTOS NASCIMENTO; DE AQUINO; DA SILVA-JUNIOR, 2021).

Ao levarmos em conta as evidéncias do efeito tripanocida de chalconas
(VAZQUEZ et al., 2017; ROCHA et al., 2018; MATADAMAS-MARTINEZ et al.,
2019; DE SOUZA et al., 2020) e a facilidade na sintese ¢ modifica¢do dessas moléculas,
a fim de selecionar aquelas que apresentem maior eficacia e seletividade, quando somadas
a utilizacdo de técnicas in silico de interagdo entre substancias quimicas e alvos
terapéuticos, permitindo a otimizag¢do de tempo e recursos financeiros (IRFAN et al.,
2020); todos esses pontos proporcionam um novo campo de abordagem promissora no

desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo contribuir para o aumento do
conhecimento na procura por novas moléculas na terapia antichagasica, além de explorar
as estratégias de inibicdo enzimatica como propostas inovadoras para abordagem

farmacologica.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Avaliar o efeito tripanocida in vitro e in silico de chalcona (E)-1-(4-aminophenyl)-

3-(2,2-2 difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)prop-2-en-1-one (DF) sobre cepa Y de

Trypanosoma cruzi.

2.2

Objetivos Especificos

Caracterizar de forma estrutural a chalcona DF;

Realizar estudo ADMET baseado em otimizagdo paramétrica (MPO) da chalcona
DF;

Avaliar a citotoxicidade da chalcona DF sobre células hospedeiras;

Analisar o potencial tripanocida da chalcona DF as sobre formas epimastigotas e
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi;

Investigar o mecanismo de morte celular da chalcona DF sobre Trypanosoma
Cruzi;

Avaliar alteracdes na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e no
potencial transmembranico mitocondrial induzidas por chalcona DF em
Trypanosoma cruzi;

Identificar as possiveis interagdes de chalcona DF com a enzima cruzaina de

Trypanosoma cruzi (TcCr).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Sintese da chalcona (E)-1-(4-aminophenyl)-3-(2,2-difluorobenzo|d][1,3]dioxol-
5-yl)prop-2-en-1-one (DF)

A acetofenona (2 mmol) e o aldeido (2 mmol) foram colocados em um baldo
volumétrico, e 5 mL de solu¢do de NaOH (hidroxido de sodio) etandlico (50%) foram
adicionados e misturados com agitacdo por 48 horas a temperatura ambiente (Figura 3).
O progresso da reacdo foi verificado por cromatografia em camada delgada (CCD) (n-
hexano: acetato de etila, 1:1). Apds 24 horas, a mistura de reagdo foi neutralizada com
HCI diluido (10%) e agua gelada adicionada. O produto foi obtido como um soélido
amarelo filtrado sob pressdo reduzida e lavado com agua fria (GARCIA et al., 2020; N.
BANDEIRA et al., 2019).

Figura 3: Preparagdo da chalcona DF.

Legenda: a) NaOH 50 % p v_l, etanol, t.a., 24 h.

3.2 Procedimentos gerais

Os reagentes quimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os espectros de RMN
de 'H e '*C foram obtidos utilizando um espectrdometro Bruker, modelo Avance DPX-
300 e modelo Avance DRX-500, operando a uma frequéncia de 300 MHz ¢ 500 MHz
para hidrogénio, e 75 MHz e 125 MHz para carbono, respectivamente. Os espectros foram
medidos em solventes de CDCls, e os deslocamentos quimicos sio relatados como valores

de d em partes por milhdo (ppm) em relacdo ao solvente.

3.3. Procedimentos computacionais
3.3.1. Detalhes computacionais

Para realizar as simulagdes e analises de descritores, foram utilizados os seguintes

programas: AutoDockTools® (MORRIS et al., 2009), AutoDockVina® (TROTT AND
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OLSON, 2009), Avogadro® (http://avogadro.cc/) (HANWELL et al., 2012), Discovery
Studio Visualizer® (BIOVIA, 2015), Gabedit 2.5.0 (ALLOUCHE, 2011),
MarvinSketch®  versdo  23.12.0, Chemaxon©  (http://www.chemaxon.com)
(CSIZMADIA, 1999), PyMOL (YUAN et al., 2017), UCSF Chimera™ (PETTERSEN
et al., 2004), software Gaussian 76 (BINKLEY et al., 1978), software Multiwtn 3.7 (LU
& CHEN, 2012), e software VESTA 3.4.7 (MOMMA & IZUMI, 2011).

3.3.2 Preparacio e otimizacao dos ligantes

Os calculos quimicos quanticos foram realizados utilizando o método da Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) na fase gasosa para a chalcona em questdo (DITCHFIELD
et al., 1971; LEE et al., 1988; BECKE, 1992). Inicialmente, a estrutura molecular foi
desenhada utilizando o software Avogadro (HANWELL et al., 2012). Em seguida, foi
realizado o escaneamento relaxado da Superficie de Energia Potencial (PES) no nivel
computacional B3LYP/6-311++G(d,p) na fase gasosa, utilizando o software Gaussian 76
(BINKLEY et al., 1978), para os angulos diédricos 8y = C3C4C11Ca (anel A) e 6> =
CaCBC20C22 (anel B), com trinta e seis (36) etapas e uma variagdo de passo de 10° a

fim de obter a estrutura de energia minima global.

Em seguida, a partir da estrutura de energia minima global, os Orbitais Moleculares
Fronteiricos (FMO) foram calculados no nivel computacional B3LYP/6-311++G(d,p) na
fase gasosa, e foram renderizados usando um isovalor de 0,03 com o software Avogadro
(HANWELL et al., 2012). Posteriormente, os descritores globais de reatividade quantica
foram calculados: a diferenga de energia HOMO-LUMO (AEqq, equacdo 1) (PEARSON,
1963), o Potencial de lonizagdo (I, equagdo 2) (KOOPMANS, 1934), a Afinidade
Eletronica (A, equagdo 3) (CHERMETTE, 1999), a Eletronegatividade (y, equacao 4)
(ICZKOWSKI & MARGRAVE, 1961; JANAK, 1978), a Dureza Global (1, equagdo 5)
(YANG & PARR, 1985; PEARSON, 1987; VON SZENTPALY, 1991), a Suavidade
Global (o, equacio 6) (PARR et al., 1999), o Indice Global de Eletrofilicidade (o,
equagio 7) (OBOT et al., 2015), e o indice Global de Nucleofilicidade (e, equagio 8)
(OBOT et al., 2015).

A caracterizagdo da reatividade local foi realizada calculando as Fungdes
Eletronica (equacdo 9) e Condensada (equagoes 10-12) de Fukui (FUKUI, 1982; OBOT

etal.,2015). As Funcdes Eletronicas de Fukui para ataque nucleofilico, ataque eletrofilico
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e ataque radical foram determinadas utilizando o software Multiwfn 3.7 (LU & CHEN,
2012), e as isossuperficies foram renderizadas utilizando o software VESTA 3.4.7
(MOMMA & IZUMI, 2011), com isovalores de 0.000815808 para o ataque nucleofilico,
0.000755999 para o ataque eletrofilico e 0.000672964 para o ataque radical. As Fungdes
Condensadas de Fukui para o ataque nucleofilico (f "k, equacdo 10), ataque eletrofilico (f'
&, equacdo 11) e ataque radical (f°, equacdo 12) foram calculadas usando a analise de
carga populacional Hirshfeld (HIRSHFELD, 1977). As equagdes 10 a 12 correspondem
a carga atdmica no atomo k nas espécies anidnica, neutra e catidnica para a chalcona em
questdo. A partir dos valores das Fung¢des Condensadas de Fukui para os ataques
nucleofilico e eletrofilico, foram obtidos o descritor dual (equacao 13) (MORELL et al.,
2005) e o indice multifilico (Aw, equacao 14) (PADMANABHAN et al., 2007). Se ambos
e Ao forem positivos, o sitio reativo ¢ susceptivel a um ataque nucleofilico, e se ambos e
Ao forem negativos, o sitio reativo € susceptivel a um ataque eletrofilico. Finalmente, o
Potencial Eletrostatico Molecular (MEP) foi calculado no mesmo nivel de teoria, e a
isosuperficie foi renderizada utilizando o software Gabedit 2.5.0 (ALLOUCHE, 2011),

com um valor de isosuperficie de 0.01.



Figura 4: Equacgdes de caracterizagdo da chalcona
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(2) Potencial de lonizagdo - /; (3) Afinidade Eletronica - A; (4) Eletronegatividade x; (5) Dureza Global
- n; (6) Suavidade Global - o; (7) indice Global de Eletrofilicidade - w; (8) indice Global de
Nucleofilicidade — €; (9) Fungdo Eletronica de Fukui; (10) Fung¢do Condensada de Fukui — ataque

nucleofilico; (11) Fungdo Condensada de Fukui —ataque eletrofilico; (12) Fungdo Condensada de Fukui

—ataque ao radical; (13) Descritor Dual; (14) indice Multifilico - Aw.

3.3.3 Estudo ADMET baseado em Optimizacao Multiparamétrica (MPO)

A representacdo bidimensional da estrutura quimica da chalcona DF foi desenhada

e renderizada no programa MarvinSketch® de licenca académica para estimativa

quantitativa de farmacos baseada na otimizacdo multiparamétrica (MPO), como

demonstrado na Figura 5 (WAGER et al., 2010D).

Figura 5: Estimativa quantitativa de farmacos baseada na otimizacdo multiparamétrica (MPO).

n
D = Z Wka(x](c))
i=1

Legenda: w — fator de ponderagdo; k — propriedade selecionada.
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O estudo ADMET ¢ uma abordagem critica no desenvolvimento de farmacos, que
avalia as propriedades de Absorg¢do, Distribuicdo, Metabolismo, Excre¢ao e Toxicidade
de compostos candidatos a medicamentos. Esse estudo ajuda a prever como um novo
farmaco se comportara no corpo humano, permitindo identificagdo precoce de possiveis

problemas e otimizagdo de suas propriedades farmacoldgicas.

Na equacdo, w ¢ um fator de ponderagdo atribuido ao valor calculado x de uma
propriedade &, que varia de 0 a 1, dentro (xx < x,) ou fora (x, < xt) do limiar de
desejabilidade, que inclui os limites: lipofilicidade intrinseca (logP < 3) e dependente do
pH (logD < 2), Peso Molecular (200 < MW < 500 g/mol), Area de Superficie Polar
Topologica (40 < TPSA < 90 A2), Doador de ligacdo de H (HBD < 1) e pKa < 8, o que
resulta em um valor entre 0 ¢ 6 (n = 6) como pardmetro de viabilidade farmacocinética.
Os resultados obtidos, entdo, serdo comparados com as estimativas obtidas a partir dos
preditores on line PreADMET — BMDRC (https://preadmet.gsarhub.com/) —
ADMETboost — Al Drug Lab (https://aidruglab.smu.edu/admet) — e ADMET — LMC
(https://qsar.chem.msu.ru/admet/) — (DA ROCHA et al., 2023).

A predi¢ao do sitio de metabolismo foi realizada com base na relacdo entre a
especificidade e a sensibilidade de grupos funcionais e fragmentos estruturais sendo
metabolizados pelas isoformas do citocromo P450 (CYP450) que sdo predominantes no
metabolismo da fase I (CYP2D6 e CYP3A4) e por reagdes conjugadas no metabolismo
de fase II, utilizando o preditor on line XenoSite (https://xenosite.org/). Os resultados
serdo associados a identificacdo de fragmentos toxicos no servidor on line STopTox
(https://stoptox.mml.unc.edu/) e por meio de previsdes de substratos de CYP450s,
toxicidade organica e toxicidade aguda a partir do consenso de previsao ADMET, que
inclui concentracdo letal (LCso) em espécies aquaticas (peixe, Daphnia magna e algas) e

dose letal (LDso) em roedores (Mus musculus ¢ Rattus norvegicus).

3.3.4 Procedimentos de Docking Molecular

Para compreender o possivel mecanismo de a¢ao da chalcona sobre o Trypanosoma
cruzi, foram realizadas simulag¢des de docking molecular entre o ligante da chalcona e a
enzima Cruzaina. Essa enzima ¢ crucial para o ciclo evolutivo do parasito (DE ARAUJO
et al., 2022). A estrutura da proteina foi obtida no repositério do Banco de Dados de

Proteinas (Protein Data Bank - https://www.rcsb.org/), identificada como "Estrutura
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Cristalina da Cruzaina em Complexo com um Inibidor Tetrafluorofenoximetilcetona"
(PDB 3IUT), com uma resolugdo de 1,20 A, determinada pelo método de Difracdo de
Raios-X e classificada como hidrolase no organismo do Trypanosoma cruzi (BRAK et
al., 2010). Para realizagdo das simulagdes de docking molecular, o codigo
AutoDockVina® (TROTT & OLSON, 2009) foi configurado para executar o Algoritmo
Genético Lamarckiano (LGA). Para determinar o espaco de simulagdo, a grid box foi
centralizada, abrangendo a enzima com coordenadas de 6,612, -0,436 e 8,052 para os
eixos X, y e z, respectivamente. Além disso, os parametros de tamanho escolhidos foram
116 A (x), 106 A (y) e 126 A (z). A metodologia proposta por Yan et al. (2014) foi
utilizada na preparacdo da enzima Cruzaina, removendo todas as moléculas de agua e
cargas de Gasteiger, seguido pela adicdo de hidrogénios polares. Essa preparagdo da

enzima foi realizada pelo codigo ADT — AutoDockTools® (MORRIS et al., 2009).

Como protocolo padrio, foram realizadas 50 simula¢des independentes, obtendo
vinte configuragdes por simulagdo para os estudos de docking molecular e re-docking
(MARINHO et al., 2020). Para aprimorar o refinamento parcial das simula¢des de
docking individuais, o critério de exaustividade foi ajustado para 64, mantendo a proteina
rigida, enquanto todos os ligantes de ligacdo e tor¢des foram configurados para rotacionar

(NGUYEN et al., 2017).

Figura 6: Valores Constantes de Inibigao

Ki = e(g_’?")

Legenda: Ki - constante de inibigdo; T - temperatura absoluta (298 K); R - constante dos gases (8,32 J.molﬁl Kil);

AG - energia livre de ligagdo (kJ.moIfl)

O Desvio Quadratico Médio (RMSD) foi utilizado como critério de selecdo para
se obter a melhor configuragdo, tendo valores ideais inferiores a 2.0 A (YUSUF et al.,
2008). Além disso, os valores da energia livre de ligacao (AG) foram considerados apenas
abaixo de -6.0 kcal/mol (MARINHO et al., 2020; SHITYAKOV & FOERSTER, 2014).
Em seguida, os valores da energia livre de ligacdo da melhor configuracdo foram
utilizados para calcular os valores constantes de inibicdo (K;) (Figura 6) para cada

complexo (KADELA-TOMANEK et al., 2021).
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Os limites propostos por Imberty et al., (1991) foram utilizados para avaliar a forca
de ligacao de hidrogénio com base nos valores das distancias entre os atomos doadores e
os receptores. Essas interagdes foram classificadas como fortes quando as distancias
estavam no intervalo de 2,5 A a 3,1 A; como médias com uma distancia de 3,1 A a 3,55

A; como fracas quando as distincias eram superiores a 5,0 A. IMBERTY et al., 1991).

A técnica de re-docking foi realizada para validar todas as simulacdes. As
simulagdes foram realizadas com os mesmos parametros para obter dados comparativos
com o Benznidazol (Bz) (ChemSpider ID 29299) e com o ligante (3S)-3-(4-{(15)-1,2-
dimetil-1-[(quinolin-6-ilmetil)Jamino]propil } -1H-1,2,3-triazol-1-il)heptan-2-ona (KB2)

co-cristalizado na enzima Cruzaina.

3.3.5 Simulagao de DinaAmica Molecular (MD)

As simulagdes de Dinamica Molecular (MD) foram conduzidas utilizando o
software GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulation) na versao 2020.4
(BERENDSEN et al., 1995). Para a realizagdo da simulacdo, a melhor configuragdo
obtida do docking foi utilizada. Os pardmetros necessarios para a simulag@o e o sistema
de solvatacdo foram obtidos através do site CHARMM-GUI (https://www.charmm-
gui.org/). Foram realizadas dindmicas de equilibrio de 1 ns com os conjuntos NVT e NPT,
a uma temperatura de 310 K. A ultima fase foi a producdo e a simulacdo, realizada em
200 ns através do integrador Leap-Frog (VAN GUNSTEREN & BERENDSEN, 1988),

com a mesma temperatura e pressao utilizadas na etapa de equilibrio.

3.4 Atividade anti-chagasica
3.4.1 Preparacgao da amostra

O Benznidazol (Bz), farmaco de referéncia, foi doado pelo Laboratorio
Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE). Todas as substancias (Chalcona DF e
Benzonidazol) foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) estéril para obtengdo de
solugdes estoque na concentracdo de 0,2 M. Para os ensaios, diluicdes seriadas foram
feitas em solucdo tampao fosfato estéril (PBS - NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4
1,47 mM e Na2HPO4 8,1 mM; pH 7,4) a fim de se obter as solu¢des de trabalho, de modo

que a concentracdo de DMSO nos grupos experimentais ndo excedesse 0,5%.
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3.4.2 Citotoxicidade em células hospedeiras de mamiferos

A citotoxicidade da chalcona DF foi investigada em células LLC-MK2 para avaliar

a seletividade das mesmas pelo Trypanosoma cruzi em relagdo as células hospedeiras.

As células LLC-MK2 (ATCC CCL-7), linhagem de células epiteliais obtidas dos
tabulos renais de macaco (Macaca mulatta), foram obtidas 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 SBF (Soro bovino fetal) e antibioticos (penicilina —
200 Ul/mL e estreptomicina — 130 mg/mL). Apds atingirem estado de confluéncia, o meio
foi removido e as células lavadas com 5 mL de PBS estéril e deslocadas com 1 mL de
solugdo de Tripsina/EDTA (0,25%/0,04%), incubadas por 5 a 10 minutos a 37°C, e
inativadas com 2 mL de meio DMEM 10% SBF. As mesmas foram cultivadas em garrafas

plasticas estéreis (75 cm?) em estufa de CO2 (37,0 = 0,3°C, 5% CO»).

A avaliagdo da citotoxicidade da chalcona DF foi realizada pelo ensaio de redugao
do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), conforme descrito
anteriormente (MOSMANN, 1983). Nesse ensaio a viabilidade celular é avaliada através
da medicdo da concentragdo de formazan (coloragdo roxa), produzido através da

metabolizacdo do MTT (coloragdo amarela) pela célula, via espectrofotometria a 570 nm.

Para isso, uma suspensio contendo 1x103 células/mL de LLC-MK2 foi distribuido
em placa de 96 pogos (200 pL/pogo) contendo DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (FBS) e incubados overnight (37,0 + 0,3°C, 5% de COz). Posteriormente, os
grupos experimentais foram tratados com a chalcona DF (1000 — 15,6 uM) ou Bz (1000
— 15,6 uM) por 24 horas (Figura 7).

Figura 7: Protocolo de tratamento das células LLC-MK2 com chalcona DF e Benzonidazol.

Preparo da suspensdo Incubagéo - 5%CO;, Adigéo das substancias Incubagdo - 5%COz,

celular (1 x 10° célimL) 37°C, overnight. de estudo. 37°C, 24 horas.
e plaqueamento
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Ap06s isso, cada pogo foi lavado com 100 pL de PBS estéril, e 10 pL de solugdo
de MTT (2,5 mg/mL) foram adicionados, juntamente com 100 uL. de DMEM 10% SBF,
e as placas incubadas no escuro a 37°C por 4 horas. Em seguida, foi adicionada 90 pL
solug¢do dodecil sulfato de sédio (SDS) (10% m/v em HCI 0,05N). Apds 17 horas, a
absorbancia foi medida a 570 nm. O grupo controle foi tratado apenas com PBS e o branco

foi ajustado com uma mistura de meio de cultura, MTT e SDS (Figura 8).

Figura 8: Protocolo de avaliagao de viabilidade celular — Ensaio MTT.
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nm)

A viabilidade celular do grupo controle foi considerada como 100%, sendo os
outros grupos ajustados proporcionalmente a leitura da absorbancia. A porcentagem de
células viaveis foi utilizada para avaliar a concentracdo capaz de reduzir a viabilidade

celular em 50% (CCso) por regressao ndo-linear.

3.4.3 Efeito antiproliferativo em formas epimastigotas

As formas epimastigotas (cepa Y) de Trypanosoma cruzi foram cedidas pelo
Laboratério de Bioquimica de Parasitos da Universidade de Sdo Paulo (USP) e cultivadas
em meio LIT (Liver Infusion Tryptose, com NaCl 4 g/L; NaxHPO4.12H,O 11,6 g/L; KCl
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 antibioticos (penicilina — 200 UI/mL e estreptomicina

— 50 mg/L). As culturas foram mantidas a 28 + 1°C em estufa BOD (Biochemical Oxygen
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Demand) em garrafas estéreis (ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000). Os parasitos foram
cultivados na densidade de 1 x 10° células/mL e avaliados diariamente até atingirem a

fase exponencial da curva de crescimento (6° ao 8° dia de cultivo)

Para avaliar o efeito antiproliferativo da chalcona DF contra as formas
epimastigotas, um ensaio de redugdo de resazurina (ROLON et al., 2006) foi realizado.
Para tanto, uma suspensdo de epimastigotas de T. cruzi (3x10° epimastigotas/mL) em
meio LIT foi incubada em incubadora BOD a 28°C por 24 horas. Apos isso, 0s parasitos
foram incubados em placa de 96 pogos (200 pL/pogo) com a chalcona DF (1000 — 15,6
pM) ou Bz (1000 — 15,6 uM) por 48 horas, seguido da adi¢do da solugdo de resazurina
(3 mM) e nova incubagdo por 5 horas. Finalmente, a absorbancia foi medida em 490 e
595 nm (Figura 9). A porcentagem de epimastigotas viaveis foi utilizada para determinar
a concentracdo que inibiu o crescimento dos parasitos em 50% (ICsp), via regressdo nao

linear.

Figura 9: Protocolo ensaio de reducdo de resazurina.

Epimastigotas de T.

cruzi (3><106 cel/mL)

—meio LIT

Incubagdo BOD Adigao Incubagdo BOD
28°C —24h tratamentos 28°C—48h

=4 —

Leitura espectrofotométrica Incubagdo BOD Adi¢do resazurina
(490 e 595 nm) 28°C — 5h (3 mMm)
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3.4.4 Efeito tripanocida em formas tripomastigotas

As formas tripomastigota de 7. cruzi foram obtidas a partir da infec¢@o de células
hospedeiras, conforme descrito por Lima et a/. (2016). Para isso, células LLC-MK2 foram
cultivadas em garrafas estéreis de 25 cm? na concentragdo de 1 x 10° células/mL em meio
DMEM 10% SBF. Apos 48 horas de incubag@o em estufa de CO2, o meio foi substituido
por DMEM 2% SBF sem antibidticos, e as células infectadas com tripomastigotas na
proporcao de 20 parasitos por célula. Apés 72 horas, o meio das garrafas foi substituido,
e o sobrenadante centrifugado (2800 RPM por 7 minutos) para obtencdo dos
tripomastigotas, procedimento realizado até o 6° dia pds-infeccdo. A densidade celular

foi determinada por contagem em camara de Neubauer.

Para avaliacdo do efeito tripanocida, placas de 96 pocos (200 pL/poco) foram
incubadas com 1x10° tripomastigotas/mL/pogo com a chalcona DF (1000 — 15,6 uM) ou
Bz (1000 — 15,6 uM) por 24 horas em DMEM 10% FBS em incubadora BOD (5% de
CO02, 37°C). Parasitos ndo tratados constituiram o controle negativo e considerados como
100% de viabilidade. A porcentagem de tripomastigotas vidveis foi determinada por
contagem em camara de Neubauer (Figura 10) (DE MENEZES et al, 2019b),
possibilitando determinar a concentracdo tripanocida para 50% dos parasitos (LCso) € o

indice de seletividade (Sel), que ¢ a razdo entre CCsp € LCso (KESSLER et al., 2013).
Figura 10: Ensaio avaliacdo efeito tripanocida de chalcona DF.

E
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Tripomastigotas Plagueamento de . . Contagem em camara
de T. cruzi Tripomastigotas Incgbagao 37°C, de Neubauer — 24h
(1x106 cel/mL) e 5% CO,—4h

adigdo de tratamento

3.5 Ensaios de citometria de fluxo
3.5.1 Vias de morte celular

A avaliacdo do mecanismo de morte celular dos epimastigotas foi realizada via
citometria de fluxo, utilizando 7-aminoactinomicina D (7-AAD), marcador de perda de

integridade de membrana, e Anexina V conjugada com ficoeritrina (AXPE), marcador
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para a morte celular programada (CHAN et al., 2017; KIM et al., 2020). Com esse
objetivo, 1 mL de suspensdo contendo 1x10° epimastigotas/mL foi cultivado em placa de
24 pocos e tratado com chalcona DF (62,5 e 125 pM) por 24 horas em uma incubadora
BOD. Em seguida, as células foram marcadas com kit comercial (BD Biosciences) de
acordo com as especificagdes do fabricante. Os dados (10.000 eventos selecionados)
foram adquiridos em um citdmetro de fluxo BD FACSCalibur (detectores FL2 e FL3 para
AXPE e 7-AAD, respectivamente) utilizando o software CellQuest ProTM. Os eventos
foram classificados e quantificados em porcentagem de acordo com a marcagdo com 7-

AAD ou AXPE, seja individualmente ou com marcagao dupla.

3.5.2 Acumulacio citoplasmatica de ROS

O ROS (Reactive Oxygen Species) citoplasmatico foi avaliado com o marcador
2’,7’-Diclorofluoresceina diacetato (DCFH2-DA), de livre passagem através da
membrana plasmatica. Esterases citosolicas realizacdo a hidrolise de DCFH»2-DA,
formando DCFH>, e sua oxidagdo por ROS geram um produto emissor de fluorescéncia
verde, a 2’7’-diclorofluoresceina oxidada (DCF) (RAIJNEESH et al., 2017). Ao ser
excitado no comprimento de 488 nm, DCF emite fluorescéncia na faixa de 515-545 nm
(verde).

Conforme descrito, formas epimastigotas de 7. cruzi em uma concentragdo de
1x106 células/mL foram tratadas com chalcona DF (62,5 € 125 uM). Apos 3 horas do
tratamento, foi adicionado DCFH»-DA (concentragdo final de 20 pM em DMSO),
seguido de incubacdo em BOD por 24 horas. Para a leitura, os grupos experimentais
foram transferidos para tubos de citometria, lavados duas vezes e ressuspensos em 500
pL de PBS, sendo entdo feita a aquisicdo minima de 10.000 eventos no equipamento
FACSCalibur (Figura 11). Os resultados foram expressos pela Intensidade Relativa de
Fluorescéncia (RFI), calculada a partir da média geométrica das intensidades de

fluorescéncia dos grupos testes em relacdo ao controle (KESSLER et al., 2013).
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Figura 11: Protocolo de marca¢do DCFH,-DA e avaliagdo de acimulo CITOPLASMATICO DE de ROS.

Epimastigotas de T. cruzi Adig3o de DCFH2-DA Incubaciio BOD
(1)(106 Cel/ml_) - (20 IJ.M em DMSO) 28°C —24h
tratamento chalcona DF apos 3 horas

|

Leitura FACSCalibur Centrifugacdo (2800 RPM —
7 minutos) e lavagem

3.5.3 Potencial transmembrana mitocondrial (A¥m)

O efeito da chalcona DF no potencial transmembrana mitocondrial (A¥m) das
formas epimastigotas de 7. cruzi foi avaliado usando o marcador catiénico Rodamina 123
(Rho123) (MERCK®, Darmstadt, Alemanha), por sua capacidade de ser atraido pelo
potencial elétrico negativo da matriz mitocondrial, emitindo uma fluorescéncia vermelha
(O’CONNOR et al., 1988; BARACCA et al., 2003; ITOH et al., 2017). Alteragdes na
integridade mitocondrial estdo relacionadas ao desequilibrio das fungdes celulares e que
podem levar a morte celular. Quando essa integridade ¢ comprometida, ocorre um

acumulo de Rho123 no citoplasma celular, onde emite fluorescéncia na cor verde.

Com esse objetivo, formas epimastigotas de 7. cruzi em concentragdo de 1x10°
células/mL foram tratadas com a chalcona DF (62,5 e 125 uM) por 24 horas, seguido de
centrifugacao (2800 rpm/ 7 minutos) e duas lavagens com PBS. A marcacdo com Rho123
(concentracdo final de 10 pg/mL) foi realizada através de incubacdo durante 30 minutos
no escuro, seguido de duas lavagens com PBS e ressuspensdo em 500 pL de PBS para
leitura por citometria de fluxo, utilizando detector FL, (DE MENEZES et al., 2019b). Os

resultados foram expressos como Intensidade Relativa de Fluorescéncia (RFI).
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3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As formas epimastigotas de 7. cruzi foram tratadas com a chalcona DF em sua
concentragdo de ICso (93,6 pM) em placa de 24 pogos de fundo chato, com laminula de
vidro no fundo. Apos incubagdo por 24 horas a 28°C, os parasitos foram lavados com
PBS e fixados com uma solucao de 2,5% de glutaraldeido (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, Pensilvania). Apds fixacdo por 2 horas a temperatura ambiente, os parasitos
foram lavados com PBS e, em seguida, desidratados em série alcoolica crescente de
etanol. Posteriormente, as amostras foram secas com CO>, montados em suportes de
aluminio (stubs), revestidas com camada de 20 nm de ouro e observadas em um
microscopio eletronico de varredura FEG Quanta 450 (FEI, Oregon, EUA) em condicao
de alto vacuo, com as imagens sendo obtidas por detector Everhart-Thornley (ETD) em
modo de elétron secundario (SE), para observacdo de alteracdes na superficie celular.
Imagens digitais foram adquiridas com seus respectivos softwares e armazenadas (LIMA

etal., 2016).

3.7 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3) em trés experimentos
independentes. Os resultados sdo expressos como média = erro padrao da média (SEM),
€ a comparagdo entre grupos experimentais foi realizada por One-way ANOVA ou Two-
way ANOVA, com pods-teste de Bonferroni, utilizando p<0,05 como critério de
significancia. Microsoft Excel 2016 e GraphPad Prism 5.0 foram utilizados para analise

e obtengdo de graficos (SWIFT, 1997).
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4. RESULTADOS
4.1 Analise estrutural

O espectro 'HNMR (Tabela 1) da chalcona DF apresentou sinais em 8,69 (s, H2),
7,45 (d, J = 8,25 Hz, H6), 7,39 (d, J = 8,35 Hz, HY), 8,22 (d, J = 8,60 Hz, H2°/6’) ¢ 6,63
(d, J = 8,60 Hz, H3’/5) ppm relativos aos hidrogénios aromaticos. Tais sinais também
podem ser observados no espectro *C NMR em 8¢ 112,3 (C2), 110,0 (C5), 122,5 (C6),
130,3 (C2°/6’) and 112,6 (C3°/5”) ppm. Os sinais em on 7,71 (d, J= 15,80 Hz) ¢ 7,82 (d,
J =15,50 Hz) foram atribuidos a dupletos referentes a hidrogénios a,B-insaturados, cuja
constante de acoplamento (J) confirma a estereoquimica E. No espectro de 3C NMR,
esses sinais sdo observados em 125,2 (Ca) e 143,3 ppm (CP), relacionados aos carbonos
olefinicos a e P, respectivamente. O sinal em 6C 187,7 ppm refere-se ao grupo carbonila
a,B-insaturado. Esse valor pode ser justificado devido a presenga de insaturagdo a,f, que
causa um deslocamento para o campo magnético mais elevado, e a provavel causa ¢ a
delocalizacdo de carga pelo anel de benzeno ou pela ligagdo dupla, tornando o carbono

carbonilico menos deficiente em elétrons (Tabela 1).

Tabela 1: Dados RMN de 'H (500 MHz) e de e (150 MHz) in (DMSO, 6, ppm, J/Hz)

C dc OH HMBC
2] 3
1’ 127,1 H-2’/H-6’ H-3°/H-5°
2’ 130,3 8,22 (d, J=8,60 Hz) H-3’/H-5°
3 112,6 6,63 (d, J= 8,60 Hz)
4 155,0

5’ 112,6 6,63 (d, J = 8,60 Hz)
6’ 130,3 8,22 (d, J = 8,60 Hz)

Cc=0 1877 H-o H-B

Co 1252 7,71(d,J=15,80 Hz) H-B
Cy 1433  7,82(dJ=1550 Hz) H-o

1 1267

2 1123 8,69 (s)

3 1537 H-2

4 1550

5 110,0 7,39 (d,J=8,35 Hz) H-6

6 122,5 7.45(d,J=8.25Hz) H-5

-

185,5
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4.2 Preparacio e otimizacio dos ligantes

No preparo da molécula de chalcona DF para os estudos de interagdo com a
enzima Cruzaina, a molécula foi submetida a um calculo quantico para obter a geometria
molecular no minimo global e suas propriedades eletronicas, a fim de compreender seu
comportamento quimico. Inicialmente, foi realizada a analise do Potencial de Energia
Superficial (PES) relaxado por meio de calculos no nivel de teoria B3LYP/6-
311++G(d,p) em fase gasosa para obter a configuracdo no minimo global de energia

(Figura 12a).

Conforme observado na Figura 12a, a estrutura molecular da chalcona DF ¢ quase
planar. A curva em vermelho corresponde a rotagdo em torno do diédro C3C4C11Ca, que
representa a rotagdo do anel A em torno do plano da estrutura a,B-insaturada, enquanto o
anel B permanece estacionario coplanar ao grupo carbonila. O valor minimo de energia
ocorre quando ha um angulo de aproximadamente -0.184°, indicando uma leve distor¢do
na posicdo do anel A. A curva em preto representa a rotacdo em torno do diédro
CaCpC20C22, ou seja, o anel B gira em relacdo ao plano da estrutura insaturada,
enquanto o anel A permanece estacionario coplanar ao grupo carbonila. E possivel notar
que o anel B permanece quase no mesmo plano da estrutura o,f-insaturada da chalcona,
e o minimo de energia ocorre em uma angulacdo de aproximadamente -1.261°. A partir
desses dados, foi possivel otimizar a molécula de chalcona de interesse no mesmo nivel
de teoria utilizado para o calculo do PES, e essa estrutura otimizada ¢ mostrada na Figura

12b.



Figura 12: Superficie de Energia Potencial (SEP) e estrutura tridimensional otimizada. (A) SEP relaxada no nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p) em fase gasosa e
(B) estrutura tridimensional otimizada em seu espago conformacional obedecendo ao estado de energia mais baixa.
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Figura 13: Orbitais Moleculares Fronteirigos HOMO e LUMO da chalcona DF. Orbitais calculados no nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p) em fase gasosa, e
renderizados usando um valor de isovalor de 0.03 para ambos os orbitais.

-2,4677 eV
LUMO

AEg,, 37278 eV

HOMO
-6,1954 eV
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Na Figura 13, s@o apresentadas as superficies isoespaciais para 0o HOMO (Orbital
Molecular Ocupado Mais Alto) e o LUMO (Orbital Molecular Desocupado Mais Baixo)
da chalcona em questdo, calculadas no nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p) em fase
gasosa. Essas superficies foram renderizadas utilizando o software Avogadro© com um
de isovalor de 0,03. O HOMO esta principalmente distribuido sobre o anel A, o grupo
amina e o grupo carbonila, havendo uma distribui¢do leve sobre a ligacdo dupla C=C e
os atomos C20, C21 e C27 no anel B. No caso do LUMO, a densidade eletronica esta
principalmente distribuida sobre os anéis A e B, o grupo amina, o grupo carbonila e a

liga¢do dupla C=C, e¢ ha uma distribui¢do leve sobre o atomo de oxigénio O29.

De acordo com essa distribuigdo da densidade eletronica, pode-se observar que o
HOMO ¢ um orbital molecular r, ¢ 0 LUMO ¢ um orbital molecular n*, indicando que
interacdes da chalcona DF com residuos de aminoacidos envolverao interacdes 7. Se essa
molécula doa densidade eletronica usando o HOMO, a molécula usard o anel A para
interagir com a outra molécula. No entanto, se essa molécula receber densidade
eletronica, espera-se que essa chalcona tenha um carater eletrofilico mais pronunciado do
que um carater nucleofilico, pois a carga extra negativa pode se espalhar por toda a
molécula devido ao LUMO. Essa tendéncia também pode ser observada a partir do valor
de energia calculado para 0 HOMO e o LUMO, que s3o, respectivamente, -6,1954 eV e
-2,4677 eV (Tabela 2). Esse resultado indica que o LUMO pode estabilizar a carga extra
negativa que a chalcona DF recebe em uma intera¢do quimica, o que esta relacionado a

um carater eletrofilico mais pronunciado.



46

A partir desses valores de energia do HOMO e do LUMO, foi possivel calcular os
descritores globais de reatividade quéntica, como mostrado na Tabela 2. De acordo com
o resultado, observa-se que essa chalcona possui um alto potencial de ionizagdo (6,1954
eV), relacionado a um carater eletrofilico mais pronunciado quando comparado ao carater
nucleofilico. Fato evidenciado ao comparar os indices eletrofilico (5,0331 eV) e
nucleofilico (0,1987 eV). Indicando que a chalcona DF deve se comportar como uma

espécie eletrofilica.

Tabela 2: Descritores globais de reatividade quéntica calculados no nivel de teoria
B3LYP/6-311++G(d,p) em fase gasosa.

Descritores globais de reatividade

o Chalcona
quantica

Energia HOMO (Eyopmo/eV) -6,1954
Energia LUMO (E yyo/eV) -2,4677
Energia gap (AEgqy/ €V) 3,7278
Potencial de Ionizagdo (I/eV) 6,1954
Afinidade Electronica (A / eV) 2,4677
Electronegatividade (y/ eV) 4,3316
Dureza Global (n/ eV) 1,8639
Suavidade Global (c/eV") 0,5365
Indice Eletrofilico (w/eV) 5,0331
fndice Nucleofilico (¢/eV) 0,1987

Na sequéncia, o comportamento quimico da chalcona DF foi estudado localmente
usando as fungdes de Fukui (Eletronica e Condensada), o descritor dual e o indice
multifilico. A fun¢@o de Fukui Eletronica, calculada a partir da densidade eletronica da
molécula, pode ser utilizada na compreensdo do comportamento quimico da molécula
(nucleofilico, eletrofilico ou radical). As isosuperficies para a fungdo de Fukui Eletronica
sdo mostradas na Figura 14. A isosuperficie em verde corresponde a um valor positivo da
fungdo de Fukui, enquanto a azul esta relacionada a um valor negativo. O f * esta
relacionado ao ataque nucleofilico, o que significa a atuacdo da molécula como um
eletrofilo; o f - estd relacionado ao ataque eletrofilico, o que significa a atuagdo da
molécula como um nucledfilo; o/ esta relacionado ao ataque radical, o que significa a

atuacdo da molécula como um espécie radical.
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Para a chalcona DF, os sitios atomicos favoraveis a um ataque nucleofilico (Figura
14) sao Cl, C2, C3, C5, C6, Cl11, C13, C14, C21, C22, C23, C27, O12, 030, N17, C129
e F32. Para o ataque eletrofilico, os sitios atdbmicos mais suscetiveis sdo C2, C3, C4, C5,
Ce, C13, Cl14, C20, C21, C22, C23, C25, C27, 012, 029, 030, N17, F32 e F33. Esses
resultados, em parte, concordam com os orbitais moleculares fronteirigos vistos na Figura
14. Para a fungdo f ¥, a maioria dos atomos na molécula pode se comportar como um
eletrofilo, pois o LUMO esté distribuido por toda a molécula. Para a fungio /-, o HOMO
esta principalmente distribuido sobre o anel A, com apenas os atomos do anel A doando
sua densidade eletronica. O resultado da funcdo de Fukui Eletronica sugere que a
chalcona DF pode utilizar outros orbitais moleculares internos para doar densidade
eletronica. Por fim, os sitios atdbmicos que sdo suscetiveis a um ataque radical sao C1, C2,

C3, C4, C5, C6, C11, C13, Cl14, C21, C22, C23, C25, C27, 012, O30, N17, F32 e F33.

Figura 14: Isosuperficies das fun¢des de Fukui Eletronica da chalcona DF,
obtidas no nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p) na fase gasosa.

Para quantificagdo das fun¢des de Fukui, foram calculadas as Fun¢des de Fukui
Condensadas utilizando a carga atomica Hirshfeld obtida a partir da densidade eletronica

(Tabela 3), onde o sinal matematico dos descritores dual e multifilico estd diretamente
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relacionado ao tipo de ataque (nucleofilico e eletrofilico), e quanto maior o valor da

funcdo de Fukui, maior a susceptibilidade a um determinado tipo de ataque.

Tabela 3. Fungdes de Fukui Condensadas para chalcona DF.

Atomo i fr o Af Aw
Cl -0,03909 -0,04286 -0,04097 0,00377 0,018975
2 -0,02267 -0,04702 -0,03485 0,024345 0,122531
C3 -0,0184 -0,02709 -0,02274 0,008694 0,043758
c4 -0,0012 -0,06283 -0,03202 0,061622 0,31015
Cs -0,03064 -0,03023 -0,03044 -0,00042 -0,00209
C6 -0,02487 -0,04951 -0,03719 0,024648 0,124056
H7 -0,01963 -0,02634 -0,02299 0,006708 0,033762
HS -0,00964 -0,01795 -0,0138 0,008303 0,04179
H9 -0,02006 -0,02247 -0,02126 0,002409 0,012125

H10 -0,02088 -0,02767 -0,02428 0,00679 0,034175
Cl1 -0,07463 -0,01042 -0,04252 -0,06421 -0,32317
012 -0,08847 -0,03499 -0,06173 -0,05348 -0,26916
C13 -0.05748 -0,03617 -0,04682 -0,0213 -0,10722
Cl4 -0,08124 -0,03541 -0,05832 -0,04583 -0,23066
HI5 -0,02641 -0,01086 -0,01864 -0,01556 -0,07829
H16 -0,03162 -0,018 -0,02481 -0,01363 -0,06859
N17 -0,03085 -0,09364 -0,06224 0,062783 0,315993
HI18 -0,02135 -0,03786 -0,0296 0,016506 0,083076
H19 -0,02125 -0,0382 -0,02973 0,016946 0,085291
C20 -0,02023 -0,02595 -0,02309 0,005714 0,028759
C21 -0,0355 -0,02105 -0,02828 -0,01445 -0,07271
C22 -0,03683 -0,0326 -0,03471 -0,00423 -0,02127
C23 -0,02595 -0,02692 -0,02644 0,000968 0,004872
H24 -0,02034 -0,01579 -0,01806 -0,00454 -0,02286
C25 -0,03098 -0,02472 -0,02785 -0,00626 -0,03153
H26 -0,01906 -0,0126 -0,01583 -0,00646 -0,03252
C27 -0,05065 -0,04342 -004704 -0,00723 -0,0364

H28 -0,0239 -0,01896 -0,02143 -0,00493 -0,02483
029 -0,01839 -0,02365 -0,02102 0,005259 0,026469
030 -0,02815 -0,03413 -0,03114 0,005979 0,030093
C31 -0,01147 -0,01099 -0,01123 -0,00048 -0,00241
F32 -0,01869 -0,01976 -0,01923 0,00107 0,005385
F33 -0,01866 -0,01969 -0,01917 0,001034 0,005204

Legenda: ataque nucleofilico (ﬁ;), ataque eletrofilico (f, ), ataque radical (ﬁco), o descritor dual (Af) e o indice
multifilico (Aw).
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De acordo com a Tabela 3, os sitios atdbmicos mais suscetiveis a um ataque
nucleofilico sdo C1, C2, C3, C4, C6, N17, C20, C23, 029, 030, F32 e F33, que estdo
relacionados as fungdes eletronicas f © e a distribuigdo do HOMO. Para o ataque
eletrofilico, os sitios atdmicos mais suscetiveis sdo C5, C11, 012, C13, C14, C21, C22,
C25, C27 e C31, que estdo relacionados a fun¢ao eletronica £~ e a distribuig¢do do LUMO.

Para completar a caracterizagdo eletronica, o Potencial Eletrostatico Molecular
(MEP) foi calculado no mesmo nivel computacional da otimizacdo (Figural5). Nesta
distribuicdo de carga, as regides em vermelho estdo negativamente carregadas; as regides
amarelo-alaranjadas estdo parcialmente carregadas negativamente; as regides verdes
estdo neutras; as regides em azul claro estdo parcialmente carregadas positivamente, e as

regides em azul estdo positivamente carregadas.

Figura 15: Potencial Eletrostatico Molecular (MEP) da chalcona DF. Calculado no
nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p) na fase gasosa.

Observamos na Figura 15 uma distribuicdo de carga na cor amarela no anel A,
relacionada a distribuicdo do HOMO sobre esses atomos. Por outro lado, no anel B,
observamos uma distribui¢ao de carga na cor verde, devido a dois atomos de fluor (F) e
dois atomos de oxigénio (O) presentes, que possuem uma eletronegatividade mais alta do
que os atomos de carbono do anel de benzeno. Os atomos de hidrogénio ligados aos anéis
A e B tém uma distribuicao de carga em azul claro. No entanto, os 4&tomos de hidrogénio
ligados ao atomo de nitrogénio no grupo amina tém uma distribui¢do azul, indicando um
papel desses atomos nas Liga¢des de Hidrogénio, importantes na interacdo quimica com
os residuos de aminoacidos das proteinas-alvo. Finalmente, o atomo de oxigénio do grupo
carbonila tem uma distribui¢@o de carga vermelha, relacionada a maior eletronegatividade

desse atomo, sendo importante para estabelecer Ligacdes de Hidrogénio.



4.3 Estudo ADMET baseado em Optimizacio Multiparamétrica (MPQO)

4.3.1 Analise topologica

Em uma analise topoldgica inicial, é possivel observar que a cetona em cadeia
aberta e o fragmento de anilina contribuem fortemente para a polaridade da chalcona DF
de 61,55 A2 (espectro vermelho), com 4reas de superficie polar calculadas de 17,07 A2 e
26,02 A2 (Ertl, 2007), respectivamente (Figura 16a). Em adigdo, a chalcona DF também
apresentou uma baixa lipofilicidade (logP 4,08) (Tabela 4)

Tabela 4: Propriedades fisico-quimicas da chalcona DF. Aplicadas aos limites de desejabilidade da regra

da Pfizer, Inc..

Propriedade Valor T°

logP 4.08 0,46
logD 4.08 0,00
MW 303,26 g/mol 1,00
TPSA 61,55 A2 1,00
HBD 1 0,75
pKa mais basico 3,04 1,00
Pontuagao MPO 4,21
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Figura 16: Analise topoldgica da chalcona DF. (a) Analise topoldgica; (b) Espaco de
medicamentos MPO para estimar o alinhamento de atributos ADMET.
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Na Figura 17a, € possivel observar que a lipofilicidade calculada em pH 7,4 (logD)
depende da distribui¢do das microespécies quimicas da chalcona DF, onde a natureza
basica (H3N+) resulta em uma lipofilicidade de ordem crescente devido a formagdo do
acido conjugado tipo HoN, com um valor de pKa na ordem de 3,04 (Tabela 4), resultando
em um escore de MPO = 4,21 (em uma escala de 0 a 6), o que indica farmacocinética
viavel (MPO > 4,0). Em uma analise de relacdo estrutura-atividade (Figura 17b), ¢
possivel observar que esse fragmento contribui para a diminui¢do da solubilidade aquosa

da substancia. Ao mesmo tempo, o grupo fluorado substituido desempenha um papel
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fundamental no aumento da permeabilidade aparente passiva (Papp) € estabilidade
metabolica da chalcona (PETTERSSON et al., 2016), aprimorando a absor¢ao no trato

gastrointestinal e resultando em uma HIA de pelo menos 96%.

Figura 17: Radar MPO e Analise da relagdo Estrutura-Atividade da chalcona DF. (a) Radar de
espaco de medicamentos pelo algoritmo MPO; (b) Previsao de Absor¢do Intestinal Humana
(HIA%) baseada em Relagdo Estrutura-Atividade (SAR).
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4.3.2 Descritores farmacocinéticos previstos

As analises corroboraram a previsdo de atributos farmacocinéticos, onde o Papp
Caco-2 é estimado em 2,1x107° cm/s, e a probabilidade moderada de inibicio da P-gp
indica que a chalcona possui permeabilidade aparente maior do que o efluxo passivo.
Entretanto, a baixa taxa de depuragdo estimada em 33,86 mL/min/kg (CLint,u < 100
mL/min/kg) indica que a estabilidade metabdlica do composto promove uma boa
bioabsor¢do oral (VAN DE WATERBEEMD & GIFFORD, 2003). Quando alinhados,
esses atributos concordam com a HIA prevista de 96,12%, cuja lipofilicidade e natureza
basica resultaram em uma taxa de ligagdo a proteina plasmatica (PPB) inferior a 90%,
estimando uma distribuicdo viavel entre o fluido plasmatico e os tecidos biologicos,

aumentando a eficacia da chalcona.

Tabela 5: Propriedades farmacocinéticas. Previstas por meio de testes de consenso ADMET entre as
plataformas Pre ADMET e ADMETboost.

Propriedade PreADMET ADMETboost
Papp Caco-2 2,1x107 ° cm/s -5,19 log cm/s
Inibidor P-gp Sim 35,89%
Taxa PPB 88,65% 58,15%
Substrato CYP2D6 Nao 68,58%
Substrato CYP3A4 Nao 35,03%
CLint - 33,86 mL/min/kg
LDso Roedor - 2,51 mol/kg

LCso Pimephales promelas
(peixe)

LCso Daphnia magna
LCso alga

0,000501213 mg/L

0,0198755 mg/L
0,0188578 mg/L
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4.3.3 Sitio de metabolismo e predicao de toxicidade aguda

No mapa relacionando sensibilidade e especificidade (Figura 18), podemos
observar que o anel benzodioxol substituido tem um local de O-desalquilacdo no centro
difluorosubstituido, embora com baixa sensibilidade. Ao observar o risco toxico dessa
biotransformagdo, € possivel notar uma contribui¢do negativa de baixa intensidade,

refletindo uma fraca contribuicdo para a toxicidade aguda da chalcona (Figura 18b).

Figura 18: Mapa de relagio sensibilidade e especificidade. (a) Predi¢do do sitio de
metabolismo; (b) Predi¢do dos fragmentos toxicos.
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4.4 Dinamicas e docking molecular

Inicialmente, a raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) foi utilizado
para validar estatisticamente as simulacdes de docking molecular e re-docking para a
formag@o do complexo e selecdo da melhor conformagao. O RMSD ¢ calculado com base
na distancia média entre os atomos do receptor e os atomos do ligante, e possui critérios
de validacdo com valores abaixo de 2,0 A. Todas as simula¢des realizadas (docking e re-
docking) apresentaram valores de RMSD abaixo ou proximos a 2,0 A, destacando a
melhor pose do complexo Chalcona-Cruzaina, que apresentou um RMSD da ordem de

1,692 A (Tabela 6).

A energia livre de ligagdo do complexo Chalcona-Cruzaina (Tabela 6) apresentou
um AG de -7,5 kcal/mol. Por outro lado, os complexos Bz-Cruzaina e KB2-Cruzaina
apresentaram valores de energia livre de ligagdo de -6,0 kcal/mol e -5,6 kcal/mol,
respectivamente. A constante de inibigdo (Tabela 5) mostrou valores de 3,160 x 10 (pKi
=5,50), 3,979 x 107 (pKi = 4,40) ¢ 7,818 x 10~ (pKi = 4,11) para Chalcona-Cruzaina,

Bz-Cruzaina e KB2-Cruzaina, respectivamente.

Tabela 6: Valores de energia livre de ligacdo e RMSD. Valores referentes aos complexos
formados ap6s simulagdes de docking molecular e re-docking contra a enzima Cruzaina.

Complexo Parametros
Energia Ki pKi RMSD
(kcal/mol) (A)
Chalcona-cruzaina -7,5 3,160 x10°¢ 5,50 1,146
BZN-cruzaina -6,0 3,979 x107 4,40 1,729
KB2-cruzaina* -5,6 7,818 x10° 4,11 1,590

Legenda: (BZN) Benzonidazol; (*) ligante co-cristalizado; (KB2) KB2: (3S)-3-(4-{(1S)-1,2-dimethyl-1-
[(quinolin-6-ylmethyl)amino]propyl}-1H-1,2,3-triazol-1-yl)heptan-2-one.
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Com relagdo as interagdes envolvidas na formagdo do complexo enzima-ligante,
foi possivel identificar que o complexo Chalcona-Cruzaina ¢ formado por trés ligacdes
de hidrogénio, sendo duas fortes com os atomos de oxigénio da chalcona com os residuos
Gln 19 A (2,99 A) e Asp 161 A (2,41 A), e uma de intensidade média com o aminoacido
Gln 19 A (3,36 A). Além disso, esse complexo apresenta duas interagdes hidrofobicas
envolvendo os aminodcidos His 162 A (3,78 A) e Trp 184 A (3,53 A), e uma interagio
de empilhamento m com a cadeia lateral aromatica de Trp 184 A (3,67 A) (Figura 19). A
droga de referéncia (Bz) interage com a enzima Cruzaina formando quatro interagdes
hidrofobicas com os aminoacidos Trp 184 A (3,52, 3,67 ¢ 3,78 A) e Trp 188 A (3,99 A),
uma ligacdo de hidrogénio com o residuo Gln 21 A (3,54 A) e uma interagdo de
empilhamento m com o residuo Trp 184 A (4,54 A). O complexo KB2-Cruzaina
(simulacdo de re-ancoragem) apresentou quatro ligagdes de hidrogénio envolvendo os
aminoacidos Gln 19 A (2,28 A), Cys 25 A (2,18 A), Gly 66 A (1,87 A e 2,27 A), e duas
interagdes hidrofobicas com os aminoacidos Leu 67 A (3,59 e 3,88 A) (Tabela 6).

O RMSD das simulagdes de dinamica molecular estava disponivel para o
complexo Chalcona-Cruzaina atingir o equilibrio, sendo que o intervalo de tempo foi
determinado usando o C-a da enzima como referéncia. O complexo Chalcona-Cruzaina
(Figura 20) apresentou, nas trés replicatas, valores de RMSD abaixo de 2,0 A ao atingir
o equilibrio a partir de 125 ns. Em seguida, a analise IPE foi realizada apenas no intervalo
de tempo em que o complexo atingiu o equilibrio (nos ultimos 200 ns da simulacdo de

dinamica molecular).



Figura 19: Sitio de ligacdo dos ligantes chalcona DF, Benznidazol e KB2 com a enzima cruzaina.
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Através da soma das energias de curto alcance de Coulomb e Lennard-Jones, foi
obtido o valor de IPE de -104,6391 kJ mol™! (+14,0380) entre a enzima Cruzaina e o
ligante chalcona. O ligante chalcona apresenta uma afinidade maior pela enzima Cruzaina
do que a droga de referéncia (Bz) e o ligante KB2 co-cristalizado. Além disso, a chalcona
apresentou o maior valor de pKi em relagdo as moléculas Bz e KB2, indicando que baixa
concentragdo de chalcona tem atuacdo inibitoria junto a enzima Cruzaina. Com relagdo
ao sitio de ligagdo, o ligante chalcona interage no mesmo sitio de ligagdo que a droga de
referéncia (Bz) (Figura 19); além disso, esse ligante interage no sitio do inibidor KB2 co-

cristalizado (Tabela 6), formado pelos aminodcidos Trp 184 A e Gln 19 A.

Figura 20: Determinagdo do RMSD do complexo Chalcona-Cruzaina (preto, vermelho e verde).
Simulag¢des de dinamica molecular realizadas em triplicata.
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Quanto a estabilidade do complexo Chalcona-Cruzaina, os resultados da dindmica
molecular indicaram que o sistema atingiu o equilibrio a partir de 100 ns nas trés
replicatas, apresentando um valor de RMSD méximo de 1,5 A, indicando a formagio do
complexo Chalcona-Cruzaina. Essa alta estabilidade ¢ atribuida a interagdo
potencialmente forte entre o ligante chalcona e as cadeias laterais dos residuos GInl19,

Met145, Trp184 e Trp188.
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4.5 Atividade anti-chagasica

Células LLC-MK?2 foram utilizadas para avaliar a toxicidade da substancia em
células hospedeiras. A chalcona DF reduziu a viabilidade celular nas concentragdes de
250, 500 e 1000 uM, com percentuais de 80,7%, 63,9% e 50,0%, respectivamente (Figura
21). A citotoxicidade foi também estimada com um CCso de 985 + 156 pM, conforme
apresentado na Tabela 7, sendo menos toxica do que o valor de Bz (CCso = 502,6 = 57,8

uM).

Figura 21: Citotoxicidade da chalcona DF (2,2-difluorocalcona) em células LLC-MK2. Resultados
expressos em média + EPM, analisados com ANOVA unidirecional e pos-teste de Bonferroni, com
*p<0,05 vs. CT; CT — controle, V — veiculo (DMSO 0,5%).
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O efeito antiparasitario da chalcona DF contra o 7. cruzi foi quantificado com
formas epimastigotas e tripomastigotas. A chalcona DF prejudicou o crescimento dos
epimastigotas em todas as concentragdes testadas, com a porcentagem de células viaveis
variando entre 17,6% e 82,6% em 1000 uM e 15,6 uM, respectivamente (Figura 22). Os
valores estimados de ICso foram 93,6 = 17,0 para DF e 37,4 £ 5,6 para Bz (Tabela 7). A
chalcona DF conseguiu eliminar as formas tripomastigotas em todas as concentragdes
testadas (Figura 23). Os valores de LCso para DF e Bz foram 46,9 £ 9,2 ¢ 161,4 + 31,8

UM, respectivamente.

Dessa forma, foi possivel calcular o Sel (Tabela 7), que foi de 3,1 para Bz, menor
valor obtido para DF, de 21,0. Isso indica que a toxicidade da DF foi mais seletiva para

as células parasitarias em comparacdo com as células hospedeiras de mamiferos.

Tabela 7: Dados de toxicidade celular — chalcona DF e Benzonidazol.

Concentragdo (uM)

D c o~
€SCrigcao DF Bz

Concentracdo capaz de reduzir em 50% a

CC0 Siabilidade de células LLC-MK2 985.0£1560  502,6=57.8
~ o 0
ICso Concgntrac;ao que'preju.dlca em 50% o 93.6 + 17,0 374456
crescimento de epimastigotas
3 0,
LCso Concentragdo capaz de matar 50% de 46.9+92 16144318

Trypomastigotas
Sel  Indice de seletividade (Sel); CCso / LCso 21,0 3,1
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Figura 22: Efeito antiproliferativo da chalcona DF em formas epimastigotas de 7. cruzi. Resultados
expressos em média £ EPM, analisados com ANOVA unidirecional e pos-teste de Bonferroni, com
*p<0,05 vs. CT; CT — controle, V — veiculo (DMSO 0,5%).
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Figura 23: Efeito da chalcona DF em formas tripomastigotas de 7. cruzi. Rresultados expressos em média
+ EPM, analisados com ANOVA unidirecional e pos-teste de Bonferroni, com *p<0,05 vs. CT; CT —
controle, V — veiculo (DMSO 0,5%).
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Para avaliar o efeito da chalcona DF no perfil de morte celular em epimastigotas,
realizou-se o ensaio de citometria de fluxo. A chalcona DF aumentou a marcag¢do com 7-
AAD e a dupla marcagdo (Figura 24). Esses resultados s2o evidenciados nos graficos de
dispersao (Figura 24), os quais mostram que o tratamento com DF desloca eventos, ou
células, para os quadrantes superiores. DF 62,5 uM apresentou 13,0% de eventos
marcados com 7-AAD ¢ 2,0% de dupla marcagdo; DF 125 uM apresentou 27,7% de
células marcadas com 7-AAD e 8,0% de dupla marcagdo, considerando que o controle

apresentou >95% de eventos ndo marcados.

Figura 24: Morte celular induzida por chalcona DF. (A) Anélise estatistica da porcentagem de eventos
marcados com 7-aminoactinomicina D (7-AAD) e Anexina V conjugada com ficocianina (AxPE).
Resultados expressos em média + SEM, analisados com ANOVA Two-way e pos-teste de Bonferroni,
*p<0,05 em comparag¢ao com o controle negativo (CT); (B) Graficos de densidade de CT, (C) DF 62,5

uM e (D) DF 125 pM.
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Na avaliacdo do acimulo de ROS citoplasmaticos, o DF 62,5 pM aumentou a
intensidade de fluorescéncia aproximadamente 48%, enquanto o DF 125 uM aumentou
62% (Figura 25A). Esses resultados sdo evidenciados pelo histograma, que mostra um
deslocamento dos eventos expostos ao DF para a direita, indicando um aumento na
fluorescéncia (Figura 25B). Adicionalmente, o DF reduziu a fluorescéncia de Rho123 em
25% e 50% nas mesmas concentragdes (Figura 26A), levando ao deslocamento do
histograma para o lado esquerdo, indicando uma diminui¢do no potencial transmembrana

mitocondrial (Figura 26B).

Figura 25: Produg@o de ROS no citoplasma induzida por chalcona DF. (A) Andlise estatistica da
intensidade de fluorescéncia relativa relacionada ao DCFH,, analisada no filtro de fluorescéncia verde
(FL1). Resultados expressos em média + SEM, analisados com ANOVA One-way e Two-way e pos-teste
de Bonferroni, *p<0,05 em comparacdo com o controle (CT); (B) Histograma da intensidade de
fluorescéncia; controle representado em preto, DF 62,5 uM em azul-claro e DF 125 uM em azul-marinho.
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Figura 26: Efeito da chalcona DF no potencial transmembrana mitocondrial (AWm). (A) Analise estatistica
da intensidade de fluorescéncia relativa relacionada ao Rho123, analisado no filtro de fluorescéncia
vermelha (FL2). Resultados expressos em média £ SEM, analisados com ANOVA One-way e pds-teste de
Bonferroni, *p<0,05 em comparagdo com o controle (CT); (B) Histograma da intensidade de fluorescéncia;
controle representado em preto, DF 62,5 uM em azul-claro e DF 125 uM em azul-marinho.
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Finalmente, ap6s 24 horas de tratamento com chalcona DF (93,6 uM), foram
analisadas as mudancas morfologicas nas formas epimastigotas por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Uma comparagdo entre os parasitos ndo tratados
(controle) (Figura 27A) e os parasitos tratados com chalcona revelou extravasamento
celular com a presenga de poros no grupo tratado (Figura 27B), que sdo evidéncias tipicas

de necrose, corroborando os dados da citometria de fluxo

Figura 27: Analise morfologica de epimastigotas por MEV. (A) Epimastigotas controle nao tratado e (B)
Epimastigotas tratados com IC,, de chalcona DF. Barras de escala: 10 uM.
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5. DISCUSSAO

A via do mevalonato ¢ uma importante rota metabdlica em diversos organismos
responsavel pela sintese de diversos compostos essenciais. O papel de chalconas como
precursores de flavonodides nessa via tem despertado interesse nessas moléculas no
desenvolvimento de novas terapias para doencas infecciosas, como as doencas
negligenciadas causadas por protozoarios (SOUSA-BATISTA et al., 2018; SINHA et al.,
2019). Devido a sua versatilidade, chalconas tém se tornado objeto de pesquisas para
novas terapias, principalmente contra leishmaniose, modulando infec¢do e inflamagao em
modelos in vitro (MIRANDA-SAPLA et al., 2019; ZHEOAT et al., 2021). As
similaridades estruturais e metabolicas entre os géneros Trypanosoma e Leishmania
fazem com que muitos compostos leishmanicidas também apresentem um efeito
antichagasico (CARTUCHE ef al., 2020). Entretanto, ndo existem tantos relatos do

emprego de chalconas na busca por novos farmacos antichagasicos.

A partir da producdo de chalconas sintéticas em laboratério e de relatos de efeitos
inibitorios de crescimento e proliferagdo, bem como a atuacdo no bloqueio de rotas
metabodlicas, em células fungicas e cancerigenas (FREITAS et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2020), reforga-se o interesse no estudo desse grupo de moléculas como promissor

agente antichagésico.

No presente estudo, a sintese, caracterizagdo e efeitos inibitérios da chalcona (E)-
1-(4-aminofenil)-3-(2,2-difluorobenzo[d][ 1,3]dioxol-5-il)prop-2-en-1-ona (DF) contra
as formas da cepa Y do 7. cruzi., bem como as suas interagdes tedricas com a cruzaina de
T. cruzi. Os estudos de atividades bioldgica e tedrica foram realizadas a fim de se avaliar

seus efeitos em células hospedeiras e em duas formas de sobrevivéncia do 7. cruzi.

Inicialmente, realizou-se estudo ADMET baseado em otimizagdo paramétrica
(MPO) da chalcona DF. Um sistema MPO, composto por medicamentos e candidatos a
medicamentos disponiveis comercialmente, proposto pela Pfizer, Inc., sugere que
compostos fracamente acidos, com baixa lipofilicidade (logP < 5), que sdo maiores e mais
polares do que substancias ativas no sistema nervoso central (TPSA 40~90 A?), dentro de
uma faixa de peso molecular de 200-500 g/mol, apresentam uma alinhamento sistematico
entre atributos in vitro de ADMET, dentro de um limite de permeabilidade aparente
passiva alta (Papp > 10x10™ ° cm/s) e baixa depuragdo hepatica (CLintu < 100

mL/min/kg), atributos associados a medicamentos com excelente absor¢ao oral e melhor
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estabilidade metabolica, proporcionando uma bioabsorcdo oral viavel (WAGER et al.,
2010a, 2016). Ao alinharmos os atributos TPSA x logP, é possivel observar que a
chalcona reside no limite médio de desejabilidade, especialmente com o TPSA calculado
entre 40~90 A2, No entanto, ela apresenta uma lipofilicidade mais inclinada em diregdo a
fase organica (logP > 3), proporcionando um alinhamento favoravel entre os atributos

ADMET (WAGER et al., 2016) (Figura 16b).

A avaliacdo do efeito em células hospedeiras LLC-MK2 ¢ frequentemente
conduzida para escolher substancias com baixa toxicidade, além de determinar as
concentracdes para outras analises. Essas células sdo empregadas em experimentos de
atividade antichagasica devido a sua alta suscetibilidade a infec¢ao e facilidade de cultivo

(ADADE, 2010).

Os resultados do presente estudo mostram que a chalcona DF possui efeito
tripanocida, sendo capaz de induzir alteragcdes morfolodgicas, como extravasamento
celular e presenca de poros na membrana plasmatica, evidenciadas pelas observagoes em
MEYV. Estes achados corroboram os dados da citometria de fluxo indicativos de necrose,
destacados pela coloracdo por 7-AA, associada a perda de integridade da membrana e
possivelmente vinculado a danos nas organelas, o que pode comprometer
significativamente a capacidade de recuperacdo dos parasitos (MENNA-BARRETO,
2019).

A morte celular foi relacionada ao estresse oxidativo intracitoplasmatico, o que
pode ter causado a despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial. Esses
resultados sdo relevantes porque as chalconas tém sido descritas como moléculas com
potencial para inibir o crescimento ou causar a morte de Trypanosoma cruzi (ZHEOAT
et al., 2021). Além disso, chalconas derivadas de esqueletos de substituintes metoxi
substituidos por flior mostraram potencial antimicrobiano aprimorado com base em
estudos de design racional (BURMAOGLU et al., 2017). No entanto, os estudos com 7.
cruzi ainda sdo limitados. A acdo de Metoxichalconas isoladas de Campomanesia
xanthocarpa (Mart.) O. Berg (Myrtaceae) afetando significativamente formas
epimastigotas de Tcruzi, e com baixa inducdo de citotoxicidade, foi demonstrada por
Salmazzo et al. (2021). Da mesma forma, a chalcona derivada, 4-nitrochalcona, e extratos
ricos em chalcona de raiz de Lonchocarpus culturatus exibiram atividade leishmanicida

in vitro, incluindo L. infantum, L. amazonensis e L. major (ASSOLINI et al., 2020;
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GARCIA ef al., 2021; OCHOA et al., 2019; ORTALLI et al., 2018; STAFFEN et al.,
2022).

A chalcona DF foi capaz de aumentar o Indice de Seletividade (Sel) em sete vezes
quando comparado ao benzonidazol, com valores de LCso para chalcona DF e
benzonidazol de 46,9 + 9,2 ¢ 161,4 + 31,8 uM, respectivamente. No entanto, os valores
encontrados no presente estudo ainda sdo inferiores aos preconizado pela OMS, que
recomenda um cutoff de Sel > 50 (NWAKA & HUDSON, 2006), estes foram sete vezes
maiores quando comparados com a droga padrao para tratamento. Contudo, os dados sdo
favoraveis para a continuidade dos estudos para sintese de novas moléculas que

apresentem um maior efeito antichagasico, associadas a uma baixa toxicidade.

No contexto das doencas negligenciadas, como a doenga de Chagas, a busca por
novas moléculas de baixo custo de produgdo, baixa toxicidade e elevada eficacia, com o
intuito de substituir o benzonidazol, ainda ¢ um desafio para grupos de pesquisa
(WALTON et al.,, 1987). Entretanto, estudos com chalconas a base de indanona,
chalconas preniloxi e chalconas isoladas do extrato de L. culturatus apresentaram efeito
anti-chagasico em 7. brucei e T. cruzi (BETECK et al., 2019; BORTOLUZZI et al., 2021;
ESPINOZA-HICKS et al., 2019). A fluorchalcona do presente estudo apresentou uma
citotoxicidade minima nas células hospedeiras e um efeito antiparasitario mais elevado,
com uma seletividade sete vezes mais elevada em comparacdo com o medicamento de
referéncia, tornando-a, assim, uma molécula com grande potencial como um agente

tripanocida mais seguro.

Diversas rotas farmacologicas tém sido estudadas na pesquisa e desenvolvimento
de substancias tripanocidas. No entanto, a maioria envolve substancias que causam um
desequilibrio redox na célula do protozoario, com risco de efeitos deletérios nas células
hospedeiras. O benzonidazol, especialmente, atua por meio do mecanismo de estresse
nitro redutivo, envolvendo a modificagdo covalente de macromoléculas (WALTON et
al., 1987). Nesse sentido, varios alvos enzimaticos t€m sido estudados como alvos
farmacologicos. Inibidores da enzima glicolitica Gliceraldeido 3-Fosfato Desidrogenase
(GAPDH) tém sido aplicados em estudos de triagem virtual baseada em farmacé6foros
(MURONETZ et al., 2019). Recentemente, uma chalcona hidroximetoxinitrofenila semi-
sintética mostrou potencial tripanocida ao inibir a enzima cruzaina, uma cisteina protease
envolvida em todas as etapas do desenvolvimento e diferenciagdo do parasito (MATOS

et al., 2022). Além disso, a enzima tripanotiona redutase, envolvida na reducdo do
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dissulfeto de tripanotiona, uma das principais defesas antioxidantes do parasito, tem sido
descrita como alvo para chalconas inibitdrias. Por ser uma enzima especifica do parasito,
as substancias geralmente causam baixa toxicidade nas células hospedeiras de mamiferos

(ORTALLI et al., 2018).

A producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) durante o estresse oxidativo
contribui para a morte do parasito devido a peroxidacao lipidica, danos em membranas,
DNA e organelas (BANERIJEE et al., 2018; DAS et al., 2021; DE MENEZES et al.,
2019b). Além disso, nas mitocondrias dos tripanossomatideos, as chalconas podem
prejudicar processos importantes da cadeia transportadora de elétrons, como o complexo
III e a fumarato redutase, reduzindo a produgdo de ATP e desencadeando a morte celular
do parasito. Assim, os resultados do presente estudo sdo promissores, uma vez que as
chalconas apresentam uma ampla relagdo quimico-farmacoldgica com as biomoléculas

presentes em 7. cruzi.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As analises topologicas sugerem que a farmaco6foro baseado no substituinte
difluoreto 803 pode aumentar a lipofilicidade da chalcona, melhorando a permeabilidade
celular do composto e possibilitando a absorcio e difusdo farmacocinética da molécula.
As simulag¢des de ancoragem molecular mostraram que o ligante de chalcona tem uma
afinidade maior pela enzima Cruzaina do que a droga de referéncia (Bz), e o ligante KB2
co-cristalizado interage no mesmo local de ligagdo que a droga de referéncia (Bz). Em
relagdo a estabilidade do complexo Chalcona-Cruzaina, os resultados de MD indicaram
que o sistema atingiu o equilibrio a partir de 100 ns nas trés replicatas, apresentando o
valor RMSD de no maximo 1,5 A, indicando a formagio do complexo Chalcona-
Cruzaina. Essa alta estabilidade se deve a interagdo potencialmente forte entre o ligante

de chalcona e as cadeias laterais dos residuos GIn19, Met145, Trp184 e Trp188.

Os resultados deste estudo mostram que a chalcona DF tem um -efeito
tripanocida, uma redug@o significativa na toxicidade em comparagdo com a droga padrao,
sem prejudicar o efeito parasitario, sendo capaz de induzir alteragdes morfologicas como
extravasamento celular e presenca de poros, observados por microscopia eletronica de
varredura, além de dados de citometria de fluxo, destacados pela coloragdo com 7-AAD,
indicativa de necrose, com melhor seletividade do que o benzonidazol, a droga de
referéncia. A morte celular foi relacionada ao estresse oxidativo intracitoplasmatico, que
pode ter causado a despolarizagdo do potencial transmembrana mitocondrial. Esses
resultados sdo relevantes, pois a chalcona tem sido descrita como uma molécula com

potencial para inibir o crescimento ou causar a morte do 7rypanosoma cruzi.
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