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RESUMO

O protozoario Trypanosoma cruzi € o agente etiologico da doenga de Chagas (DC),
enfermidade que afeta entre 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo. Apesar da gravidade da
doenca, no Brasil o benznidazol ¢ o farmaco de referéncia para o tratamento, embora o
medicamento apresente baixa eficacia na fase crbnica da doenca e efeitos colaterais
indesejaveis. Dessa forma, ha a necessidade em buscar novos tratamentos para a DC. Um
grupo bioativo com grande potencial terapéutico tem sido alvo de interesse nos ultimos anos
devido a sua propriedade multialvos, e sua atividade antiparasitaria: as chalconas, subgrupo
pertencentes aos flavonoides. Sendo assim, derivados sintéticos de chalconas séao
compostos de interesse para atuarem de forma eficiente contra T. cruzi. Visando tal objetivo,
este trabalho investigou o efeito de derivados sintéticos de chalconas sobre formas
epimastigotas de T. cruzi, determinando a concentragao inibitéria 50% (Cls,) e avaliando a
morfologia dos parasitos tratados com Cls,. Trata-se de um estudo experimental, com
ensaios in vitro, utilizando uma populacdo de T. cruzi cepa Dm28c. Para os testes, foi
utilizada a forma epimastigota do parasito, a qual foi submetida aos tratamentos com
diferentes concentragdes dos derivados sintéticos de chalconas por 72h para determinacao
da Cls/72h. Para avaliagdo morfolégica, os parasitos foram tratados com Cls,/72h de cada
composto e posteriormente confeccionadas laminas de microscopia e corados pelo método
Pandtico. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas; para as analises foi utilizado o
software Microsoft Excel 2020 e para a determinagdo das Cls, utilizou-se o software
GraphPad Prism 7,04. Dentre os achados deste trabalho, cinco dos seis derivados sintéticos
de chalconas apresentaram atividade anti-T. cruzi, os quais foram capazes de afetar a
morfologia dos parasitos, alterando o tamanho celular, visibilidade do flagelo e ocorréncia de
debris celulares. Contudo, sugere-se outros testes in vitro para elucidagdo dos mecanismos
de acdo dos compostos. Concluiu-se que os derivados sintéticos de chalconas foram ativos
contra as formas epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c e apresentam-se como potenciais

compostos terapéuticos para a DC.

Palavras-chave: Antiparasitario, doenca de Chagas, flavonoides.



ABSTRACT

The protozoan Trypanosoma cruzi is the cause of Chagas disease (CD), a disease that
affects between 6 to 7 million people in the world. Despite the severity of the disease, in
Brazil, benznidazole is the reference drug for treatment, although it has low efficacy in the
chronic phase of disease and causes undesirable side effects. Thus, there is a need to
research new treatments for CD. A bioactive group with great therapeutic potential has drawn
attention in recent years due to its multi-target property and antiparasitic activity: chalcones,
a flavonoid subgroup. Synthetic chalcone derivatives are compounds of interest for their
probable activity against T. cruzi. With this objective, this study investigated the effect of
synthetic chalcone derivatives on epimastigote forms of T. cruzi, determining the 50%
inhibitory concentration (ICs5,) and evaluating the morphology of the parasites treated with
ICs,. This is an experimental study with in vitro assays using a population of T. cruzi strain
Dm28c For the tests, the epimastigote form of the parasite was used and subjected to
treatments with different concentrations of synthetic chalcone derivatives for 72 hours to
determine the IC5/72h. For morphological evaluation, the parasites were treated with the
ICs0/72h of each compound, followed by the preparation of microscopy slides and coloring
using the Panoptic method. The experiments were performed in triplicate; for the analyses,
Microsoft Excel 2020 was used, and for the determination of IC5, values, it was utilized the
GraphPad Prism 7.04. Among the findings of this study, five of the six synthetic chalcone
derivatives showed anti-T. cruzi activity, as they were able to affect the parasite morphology
by altering cell size, flagellum visibility, and the occurrence of cellular debris. However, other
in vitro tests are suggested to allude to the mechanisms of action of the compounds. It was
concluded that the synthetic chalcone derivatives were active against the epimastigote forms

of T. cruzi strain Dm28c and present themselves as potential therapeutic compounds for CD.

Key words: Antiparasitic, Chagas disease, flavonoids.
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1 INTRODUGAO

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenga de Chagas (DC), é um protozodrio
flagelado da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, caracterizado pela existéncia
de um unico flagelo e do cinetoplasto, estrutura que esta localizada em uma regido
especifica da unica mitocéndria que concentra o DNA dessa organela, denominado kDNA
(PORTAL DA DOENCA DE CHAGAS, 2017; REY, 2008; WENDEL et al., 1992).

O protozoario apresenta trés principais formas evolutivas que sao morfologicamente
distintas (Figura 01), sendo elas: epimastigota, tripomastigota e amastigota, as quais diferem
pela posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo da célula e a emergéncia do flagelo
(ZUMA; DOS SANTOS BARRIAS; DE SOUZA, 2021).

A forma epimastigota é alongada, com cinetoplasto anterior ao nucleo em forma de
bastao, flagelo emerge da lateral e torna-se livre na regidao anterior, mede cerca de 20um de
comprimento, é encontrada apenas no trato digestivo do vetor e possui potencial replicativo
e nao infectante aos humanos (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; ELIAS et al.,
2001; KEMMERLING; BOSCO; GALANTI, 2010). A forma tripomastigota é alongada, com
cinetoplasto posterior ao nucleo em forma arredondada, flagelo emerge da regido posterior e
se estende ao longo da célula, torna-se livre na regido anterior formando a membrana
ondulante, mede cerca de 20um de comprimento, é a forma infectante e nao replicativa do
parasito, sendo tripomastigota sanguineo encontrado no sangue de mamiferos (hospedeiro
vertebrado), e tripomastigota metaciclico encontrado no intestino dos triatomineos
(hospedeiro invertebrado) (KEMMERLING; BOSCO; GALANTI, 2010; PORTAL DA DOENCA
DE CHAGAS, 2017; TEIXEIRA et al., 2011). A forma amastigota é arredondada, com
cinetoplasto anterior ao nucleo em forma de bastao, sem flagelo emergente, mede cerca de
2um de comprimento e é encontrada apenas no interior das células dos hospedeiros
vertebrados, com potencial replicativo (GONCALVES et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2011).
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Figura 01 - Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi.
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Legenda: (A) Forma epimastigota; (B) Forma tripomastigota; (C) Forma amastigota.

Fonte: Adaptado e traduzido de Teixeira et al., 2012.

O ciclo evolutivo de T. cruzi € complexo, sendo um ciclo heteroxénico (Figura 02),
logo, possui dois hospedeiros (GARCIA; GONZALEZ; AZAMBUJA, 1999). Hospedeiros
vertebrados, que sdo animais selvagens, animais domésticos e os humanos; e hospedeiros
invertebrados, insetos vetores - triatomineos (hemipteros hematodfagos) principalmente da
familia Reduviidae (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; REY, 2008; ZUMA; DOS
SANTOS BARRIAS; DE SOUZA, 2021).

Na via classica de transmissdo, a vetorial, o parasito na forma epimastigota
replica-se e diferencia-se no intestino posterior dos triatomineos em tripomastigota
metaciclico com alto potencial infeccioso, processo importante de metaciclogénese
(ONYEKWELU, 2019; PINTO et al., 1999). Os tripomastigotas metaciclicos s&o liberados
nos dejetos durante o repasto sanguineo do inseto, infectando o hospedeiro vertebrado via
local da picada ou através das membranas mucosas ou por meio de regides com lesdes pré
existentes (NORRIS, 1998; SALASSA; ROMANO, 2019).

Esta forma do parasito infecta diversos tipos celulares, iniciando o processo pelas
células do sistema fagocitico mononuclear (macréfagos e células dendriticas), rapidamente
infectam células diferenciando-se em formas amastigotas, onde se multiplicam. Quando ha
uma grande quantidade de amastigotas ocorre outra diferenciagdo para formas
tripomastigotas sanguineas, cujo intenso movimento do seu flagelo e a secre¢ao de enzimas
que atuam na membrana plasmatica das células hospedeiras, levam ao rompimento destas
células infectadas (MARTIN-ESCOLANO et al., 2022; TEIXEIRA et al., 2012). Quando um
triatomineo nao infectado faz o repasto sanguineo em animal vertebrado que encontra-se
infectado, o vetor ingere o sangue com tripomastigotas que passaréo a ser epimastigotas
em seu intestino anterior, replicando-se e reiniciando o ciclo evolutivo do parasito
(ONYEKWELU, 2019).
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Figura 02 - Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2021.

A sobrevivéncia de T. cruzi esta relacionada a sua interacdo com o hospedeiro, o
que diz respeito a sua capacidade de infectar quase todos os tipos de células de diferentes
mamiferos, o que estabelece uma infecgdo duradoura e de dificil resposta imunoldgica
(JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018). Como também, o parasito possui grande diversidade
genética e bioldgica, apresentando populagdes variantes, que resultam em diferencas nos
niveis de parasitemia, mortalidade, manifestacées clinicas da DC, resisténcia ao tratamento
e ao sistema imune (ZINGALES; BARTHOLOMEU, 2022).

1.2 Doencga de Chagas

A DC ou Tripanossomiase Americana, pertencente ao grupo das Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTN) (WHO, 2024b), foi descoberta em 1909 pelo pesquisador brasileiro
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Carlos Chagas e é causada pelo protozoario T. cruzi (CHAGAS, 1909). Essa enfermidade
afeta cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo, principalmente na América Latina onde
essa enfermidade é endémica (WHO, 2024a). Mais de 12 mil pessoas vao a 6bito por ano
devido a doenga (PAHO, 2022) e mais de 75 milhdes de pessoas estdo em areas com risco
de infeccao (WHO, 2024a). No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2022b) estima-se que
1,9 a 4,6 milhdes de pessoas estejam doentes, com uma media de Obitos de 4 mil pessoas
por ano no pais.

O agente etiologico da DC pode ser transmitido por diversas vias, sendo a via
classica a transmissao vetorial, onde ha contato direto com as fezes/urina de triatomineos
hematoéfagos infectados com o protozoario (WHO, 2024a), popularmente conhecidos como
barbeiros. Ha outros modos de transmissao de T. cruzi, como a transmissao por alimentos
contaminados, que é a mais frequente em territério nacional; ha ainda a transmisséo por
transfusdo de sangue, transplante de 6rgéos, acidentes laboratoriais e passagem da mae
infectada para o filho durante a gravidez (transmisséo vertical) (DIAS et al., 2016).

A DC apresenta duas fases: a aguda e a crénica (COURA; CASTRO, 2002). A fase
aguda em sua maioria é assintomatica e passa despercebida pelo individuo; nos casos
sintomaticos, as manifestacdes clinicas sdo caracterizadas por febre, dores musculares,
mal-estar, edema, cefaléia, miocardite e disturbios respiratorios (DIAS; COURA, 1997;
TEIXEIRA et al., 2006). A resposta imune durante a fase aguda da DC é intensa e essencial
para o controle e redugcdo da parasitemia, se eficaz as consequéncias inflamatérias séo
reduzidas (COURA, 2007).

A maioria dos casos agudos evoluem para a fase crbnica indeterminada, fase em
que a infeccdo ainda existe, porém ha a auséncia de sintomas; exames como
eletrocardiograma (ECG) e radiografia do coracdo apresentam-se normais. Contudo, ha
risco dessa infecgcdo vir a manifestar o quadro clinico compativel com a fase crénica
sintomatica, seja sua forma cardiaca ou digestiva (megaesdfago e megacdlon) ou a jungao
de ambas, caracterizando a forma mista da doenga (COURA, 2007; DIAS et al., 2016;
HASSLOCHER-MORENO et al.,, 2021). Na fase crénica, a manutencédo inflamatéria e a
reducao da parasitemia permanecem, contudo é na fase cronica que a DC pode desenvolver
formas mais graves, levando a cardiopatias e alteragcdes do sistema digestivo (ANDRADE,
1999; DUTRA et al., 2009; MACALUSO et al., 2023).

1.3 Tratamento

Desde 1970, dois farmacos sdo utilizados para o tratamento da DC (Figura 03), o
nifurtimox (Lampit®) (NFX) e o benznidazol (Rochagam®) (BNZ). Ambos os medicamentos

possuem alta eficacia na fase aguda da doenga, mas baixa eficacia na fase crénica, além da
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alta toxicidade e efeitos colaterais indesejaveis, e o periodo de tratamento ser em média de
60 dias, o que dificulta a continuidade do tratamento (GARCiA—HUERTAS;
CARDONA-CASTRO, 2021; MENDES et al., 2022; WHO, 2024a).

O BNZ causa danos ao DNA, RNA, proteinas e lipidios de T. cruzi, tornando-o
suscetivel ao dano oxidativo em todas as fases do ciclo de vida do parasito (DRUGBANK,
2022); ja o NFX apés ser metabolizado, gera radicais livres que bloqueiam a sintese do DNA
e acelera a degradacdo do mesmo (DRUGBANK, 2023; MENDES et al., 2022). O resultado
do tratamento varia de acordo com a fase da doenca, tempo e dose do tratamento, a idade e
a origem geografica do individuo acometido (COURA; CASTRO, 2002). No Brasil, o
medicamento de referéncia € o BNZ, enquanto o NFX é utilizado em casos de intolerancia
ou nédo resposta do organismo ao BNZ, sendo necessario a liberagdo pelo Ministério da
Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 2022a).

Figura 03 - Farmacos utilizados no tratamento da doenga de Chagas.
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Legenda: (A) Benznidazol; (B) Nifurtimox.
Fonte: DRUGBANK (2022, 2023).

O combate da DC é um grande desafio visto que € uma enfermidade com fases
distintas, além de seu agente etioldgico apresentar variagdbes morfoldgicas relevantes, o que
impacta diretamente em um diagndéstico rapido e preciso. Somada a essas informacgdes,
existe ainda a dificuldade do controle vetorial e do monitoramento com o intuito de reduzir os
indices de transmissdo da doencga, e a falta de recursos terapéuticos eficazes na fase
cronica da doencga (DIAS et al., 2016; MASSAD, 2008; PEREIRA; NAVARRO, 2013).

14


https://www.zotero.org/google-docs/?xbAfUO
https://www.zotero.org/google-docs/?xbAfUO
https://www.zotero.org/google-docs/?7naTNP
https://www.zotero.org/google-docs/?udusQo
https://www.zotero.org/google-docs/?ILj4za

1.4 Flavonoides

Os flavonoides sao um importante grupo de metabdlitos secundarios de plantas,
encontrados principalmente em frutos, caules, flores, sementes, ervas e vegetais (LIGA;
PAUL; PETER, 2023). Desempenham uma ampla atividade biolégica nas plantas, animais e
bactérias, como protecédo contra estresses abidticos e bidticos, regulacdo do transporte de
horménios de crescimento das plantas, coloracido das flores, alelopatia, aroma e sabor dos
frutos que consequentemente influenciam na polinizagdo e dispersdao de sementes (Figura
04) (CHEN et al., 2023; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Figura 04 - Atividades bioldgicas dos flavonoides.
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Fonte: DAS et al., 2024.

Estes metabdlitos secundarios pertencem ao grupo dos polifendis, que sao
compostos organicos de baixo peso molecular. Sao sintetizados por diferentes vias, sendo
elas a via fenilpropanoide, a via chiquimato e a via flavonoide (REHAN, 2021). Possuem
uma estrutura basica com 15 atomos de carbono (Figura 05), dispostos em trés anéis,
C6-C3-C6, denominados A, B e C (CHEN et al., 2023). A e B sao anéis de benzeno e C é
um anel pirano heterociclico de 3 atomos de carbono que contém um oxigénio, sendo o
esqueleto basico benzo-y-pirona (DIAS; PINTO; SILVA, 2021).
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Figura 05 - Estrutura basica C6-C3-C6 dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de Panche; Diwan; Chandra, 2016.

Os flavonoides podem ser subdivididos em diferentes grupos, de acordo com o
carbono 2 do anel C que se liga ao anel B, grau de insaturagdo e oxidagdo do anel
heterociclico central, forma mais utilizada de classificagéo (LIGA; PAUL; PETER, 2023). Mas
também podem ser classificados pelo tamanho molecular e pelo local de insercdo de
substituintes dos anéis A e B (DIAS; PINTO; SILVA, 2021). Estudos recentes dividem os
flavonoides em sete subgrupos, sendo eles: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis,
chalconas, flavanois e antocianinas (CHEN et al.,2023; ZHUANG et al., 2023), os quais se
diferem por modificagées do esqueleto basico.

Dentre os compostos bioativos, os flavonoides se destacam por suas propriedades
farmacoldgicas, principalmente a atividade antioxidante que esta relacionada a posigéo e
numero de grupos hidroxila (-OH) do anel B, os quais podem doar elétrons de modo a
estabilizar radicais livres, assim fornecendo protegdo antioxidante através do estresse
oxidativo e espécies reativas de oxigénio (ROS) (D’AMELIA et al., 2018; HAO et al., 2024;
SAMEC et al., 2021). Possuem também atividade anti-inflamatéria, anticancerigena,
antibacteriana, antifingica, antiviral, antiparasitaria, entre muitos outros (CHEN et al., 2023;
HASNAT et al., 2024).

Apesar dos flavonoides serem amplamente distribuidos nas plantas e presentes em
abundancia nos alimentos, para o uso nos campos farmacéutico, médico, alimentar e
cosmético necessita-se de grandes quantidades isoladas desses compostos para a
bioeficacia na saude humana (WANG et al., 2022). A extragéo direta das plantas ndo atende
a esse requisito, pois ha um baixo rendimento desses metabdlitos secundarios em relagao a
biomassa vegetal (SAJID et al., 2021).

Desse modo, a sintese quimica é a alternativa utilizada para atender as

necessidades das industrias e pesquisas, gerando flavonoides sintéticos (LIGA; PAUL;
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PETER, 2023). Bem como é possivel modificar as estruturas dos metabdlitos, com métodos
de introducao de elementos halogenados e grupos ativos ou a quelagao de ions metalicos,
gerando novos flavonoides (HAO et al., 2024; TARIQ et al., 2023). Contudo, a principal
limitagdo em sintetizar quimicamente & caracterizar as propriedades quimicas e fisicas,
como a estabilidade quimica, solubilidade, biodisponibilidade, pureza e farmacocinética
(LIGA; PAUL; PETER, 2023; SAJID et al., 2021).

Devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas para uso humano, mais de
10.000 flavonoides ja foram isolados e identificados (CHEN et al., 2023) e tém atraido
atencao significativa para estudos contra enfermidades. Considerando o desafio para o
combate da DC, os flavonoides apresentam-se como produtos naturais bioativos com

potencial acéo anti-T.cruzi.
1.5 Chalconas

Chalconas sdo um subgrupo de flavonoides e um dos maiores grupos de produtos
naturais bioativos (JASIM et al.,, 2021). Em sua forma natural, geralmente sédo sélidos
cristalinos com diferentes cores (RAMMOHAN et al., 2020). As chalconas sao consideradas
precursoras biossintéticas dos subgrupos de flavonoides e isoflavonoides (CHEN et al.,
2023).

As chalconas, 1,3-difenilprop-2-en-1-ona, sao caracterizadas por sua cadeia aberta,
nao possuem o anel C, quimicamente sao cetonas q,B-insaturadas com dois anéis
aromaticos (A e B) ligados a uma alcenona de trés carbonos, ocorrem na forma de isébmeros
cis ou trans (Figura 06), sendo o isbmero trans a mais estavel termodinamicamente (JASIM
et al., 2021; RAJENDRAN et al., 2022; RAMMOHAN et al., 2020).

Figura 06 - Estrutura basica das chalconas.
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Legenda: (A) Cis chalcona; (B) Trans chalcona.
Fonte: JASIM et al., 2021.
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A estrutura basica das chalconas tem gerado grande interesse para as industrias
farmacéuticas, devido seus anéis heterociclicos que sao bioativos, bem como o nimero e a
posicao dos grupos hidroxila (-OH) que influenciam na bioatividade (CHEN et al., 2023;
ZHUANG et al., 2017). A sintese de chalconas sao de relativa facilidade para produgao e
modificagdo estrutural (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015), sendo possivel sintetizar
chalconas semelhantes as da natureza ou acoplar e substituir biomoléculas para sintetizar
chalconas sintéticas ou derivados sintéticos de chalconas, com propriedades destinadas a
um fim terapéutico especifico (OKOLO et al., 2021; RAJENDRAN et al., 2022).

Derivados sintéticos de chalconas possuem um enorme potencial terapéutico, visto
que podem contribuir no combate a doencas através de suas propriedades multialvos, ou
seja, propriedades de atuarem em multiplas vias moleculares (ELKANZI et al., 2022).

Dentre as diversas bioatividades das chalconas, a agao antiparasitaria vem se
destacando, com diversos estudos direcionados a familia Trypanosomatidae, principalmente
para os géneros de grande importdncia médica, Leishmania e Trypanosoma
(ESPINOZA-HICKS et al., 2019; MAGALHAES et al., 2022; ZHEOAT et al., 2021).

Conforme Lourenco et al. (2023a), foram sintetizados dezessete derivados
flavondides (analogos de flavonol e chalcona) com propriedades multialvos para serem
utilizados contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L. amazonensis), a fim
de avaliar o potencial anti-Leishmania com métodos in silico e in vitro. Todos os compostos
sintetizados apresentaram atividade contra o protozoario e baixa citotoxicidade contra
células de mamiferos (LOURENCO et al., 2023a).

Devido a acao anti-Leishmania dos derivados sintéticos de flavondides
(LOURENCO et al.,, 2023a), a avaliacdo da potencial atividade anti-T.cruzi desses
compostos € promissora, visto que Leishmania e T. cruzi fazem parte da familia
Trypanosomatidae (REY, 2008), com semelhancas morfolégicas como a presenga de
cinetoplasto e flagelo, mas também possuem similaridades fisioldgicas, filogenéticas e
moleculares (KAUFER et al., 2017; MASLOV et al., 2013), aumentando a potencial agao dos
compostos sintéticos contra ambos os parasitos (ESPINOZA-HICKS et al., 2019).

Dentre os dezessete derivados sintéticos de flavonoides sintetizados por Lourenco
et al. (2023a), foram selecionados para este trabalho seis derivados sintéticos de chalconas
(Figura 07) para serem testados contra T. cruzi, os quais apresentaram atividades intensas e
promissoras contra L. amazonensis. Tendo a¢ado multialvos, como no caso de inibirem as
cisteina proteases (CPs) e induzirem a producdo de oxido nitrico (NO) em células
infectadas, além de apresentarem baixa acgdo citotoxica em células de mamiferos
(LOURENCO et al., 2023a; LOURENCO et al., 2023b).
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Figura 07 - Derivados sintéticos de chalconas.

Cédigo Nome IUPAC Caracteristica fisica Estrutura
1A (E)-1-(4-clorofenil)-3-(4-metoxif | Cristal amarelo claro o
enil)prop-2-en-1-ona O Z O
cl o~
1B (E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)- | Cristal amarelo claro o)
%
1-(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona O O O>
o] 0
1C (E)-1-(4-clorofenil)-3-(4-(dimetil | P6 amorfo amarelo 0
=
amino)fenil)prop-2-en-1-ona O O
of T/
2A (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-meto | P6 amorfo amarelo O
xifenil)prop-2-en-1-ona O = O
OH o~
2B (E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)- [ Po6 amorfo amarelo (@)
1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-o0 O Z O 0>
na OH e)
2C (E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)-1-( Cristal roxo (o]
2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona O Z O
OH N~

Fonte: Elaborado pela autora.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito de derivados sintéticos de chalconas sobre formas epimastigotas

de Trypanosoma cruzi Dm28c.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a concentragéo capaz de inibir em 50% (Cls,) a viabilidade de formas
epimastigotas de T. cruzi apds tratamento com derivados sintéticos de chalconas.
Avaliar a morfologia de formas epimastigotas apos tratamento com a Cls, dos

derivados sintéticos de chalconas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Tipo de Estudo

Pesquisa experimental, desenvolvida com ensaios in vitro utilizando como modelo
experimental uma populacao clonal do protozoario T. cruzi da cepa (Dm28c) (CONTRERAS;
MOREL; GOLDENBERG, 1985). O material experimental utilizado neste projeto esta
cadastrado no Sistema de Gestao do Patrimbnio Genético (SisGen) sob o0 nimero A64768A
e nao se enquadra na Lei 13.123/2015, que dispde sobre o0 acesso ao patrimdnio genético.
O material original foi cedido pelo Dr. Stenio Perdigdo Fragoso, pesquisador responsavel

pelo banco de microrganismos do Instituto Carlos Chagas - Fiocruz Parana.

3.2 Cultura de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi Dm28c (CONTRERAS; MOREL; GOLDENBERG,
1985) foram mantidas em cultura a 28 °C em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (CAMARGO,
1964) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), com repiques periddicos a cada 3
dias, mantendo a cultura com concentragdo de 1x10° (DE ALMEIDA et al., 2021). Para os

experimentos foram utilizados parasitos em fase exponencial de crescimento.
3.3 Derivados sintéticos de chalconas
Os derivados sintéticos de chalconas (Figura 08) foram cedidos pelo Dr. Dénis Pires

de Lima do Laboratério de Sintese e Transformacdes de Moléculas Orgénicas (SINTMOL)
do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (INQUI - UFMS).
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Figura 08 - Derivados sintéticos de chalconas selecionados para teste sobre formas epimastigotas

de Trypanosoma cruzi.

Cédigo Nome IUPAC Massa molar

1A (E)-1-(4-clorofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona | 272,73 g/mol

1B (E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-clorofenil)prop-2 | 286,71 g/mol

-en-1-ona

1C (E)-1-(4-clorofenil)-3-(4-(dimetilamino)fenil)prop-2-e | 285,77 g/mol

n-1-ona

2A (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-on | 254,28 g/mol

a

2B (E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(2-hidroxifenil)prop- | 268,26 g/mol

2-en-1-ona

2C (E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2- | 267,32 g/mol

en-1-ona

Fonte: Elaborado pela autora.

3.4 Ensaio de viabilidade com MTS

0] ensaio de viabilidade com MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio) foi utilizado para
determinar as concentragbes dos farmacos capazes de inibir 50% da viabilidade dos
parasitos (Cls,). Esse método é baseado na avaliagdo quantitativa de células viaveis apds a
exposicdo dos compostos testados, pela incubagcdo com MTS em associacdo ao agente
acoplador de elétrons PMS (Phenazine methosulfate) (HENRIQUES et al., 2011), no qual
foram testadas diferentes concentragdes dos derivados sintéticos de chalconas (Figura 09).

As maiores concentragdes foram determinadas de maneira a garantir que nao
houvesse mais de 1% de dimetilsulféxido (DMSO) nas amostras. As concentracdes testadas
se diferem devido a massa molecular de cada composto.

Os parasitos em fase exponencial de crescimento, na forma epimastigota, foram
adicionados em placas de 96 pogos, em concentragdes de 1x10° - para este teste essa
densidade de parasitos oferece um resultado de maior confiabilidade (DE ALMEIDA et al.,
2021). Os parasitos foram incubados com as diferentes concentracdes de derivados

sintéticos de chalconas a 28 °C por 72h. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
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Apds a incubacao inicial, foram adicionados em cada pog¢o 20 uL de MTS/PMS,
deixando os parasitos em incubacao por mais 4h. Apds este procedimento, a densidade
Optica foi medida a 492nm em espectrofotobmetro pQuant. Como controle foi utilizado
parasitos tratados apenas com PBS pH 7,0 (Phosphate Buffered Saline), sem adicdo de

compostos.

Figura 09 - Concentragbes testadas no ensaio de viabilidade com MTS.

Derivados sintéticos de chalconas Concentragoes testadas
1A 366,66; 183,33; 91,67; 45,83; 22,92 yM
1B 348,78; 174,39; 87,20; 43,60; 21,80 pM
1C 349,93; 174,97, 87,48; 43,74; 21,87 uM
2A 393,27; 196,63; 98,32; 49,16; 24,58 yM
2B 372,77; 186,39; 93,19; 46,60; 23,30 pM
2C 374,08; 187,04; 93,52; 46,76; 23,38 pM

Fonte: Elaborado pela autora.

3.5 Avaliacado da morfologia das formas epimastigotas tratadas com derivados

sintéticos de chalconas

A fim de observar se o tratamento com Clg/72h dos derivados sintéticos de
chalconas provocam alteragdes morfolégicas nas formas epimastigotas de T. cruzi, foram
realizadas analises em microscépio optico. Os parasitos foram coletados por centrifugacao a
2.000xg por 5 minutos, lavados uma vez em PBS 1x e fixados com paraformaldeido a 4%
por 30 minutos. Posteriormente, foram aplicados 10 pL de células em densidade de
5x10%/mL, sobre uma lamina de microscopia e corados pelo método Pandtico
(ciclohexadieno 0,1%, azobenzenosulfénicos 0,1% e fenotiazina 0,1%). As laminas foram
montadas em Permount® (Fisher Scientific) e examinadas em microscépio Nikon E600 em
aumento de 1.000x.

O percentual de formas alteradas foi determinado a partir da analise microscépica e
contagem de 200 parasitos para cada réplica de tratamento. A contagem foi iniciada no

centro de cada lamina e avancada sequencialmente em sentido horario até a determinagao
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do numero total de parasitos. Este padrdao foi adotado para garantir uniformidade na
avaliacdo.

Na analise, foram considerados parasitos alterados aqueles que apresentavam
flagelo reduzido ou ausente, morfologia distinta da fusiforme, a qual é caracteristica da
forma epimastigota de T. cruzi. Debris celulares também foram considerados como
alteracbes, desde que fosse possivel identificar o posicionamento do nucleo e do

cinetoplasto/flagelo.
3.6 Analise estatistica

Para avaliagdo morfoldgica, o percentual de formas celulares alteradas foi estimado
contando-se 200 parasitos e calculada a média das triplicatas dos compostos e do controle.

As analises foram realizadas por meio do software Microsoft Excel 2020 e para a

determinacéao das Cls, utilizou-se o software GraphPad Prism 7,04.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio de viabilidade de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi pelo método
de MTS

Com base nos dados obtidos, os compostos 1A, 1B, 1C, 2A e 2B apresentaram
capacidade de reduzir a viabilidade dos parasitos. O composto 2C nao apresentou atividade
inibitéria por essa metodologia.

Os valores de Cls/72h obtidos para cada composto sobre formas epimastigotas de

T. cruzi pelo método de MTS encontram-se na tabela 01.

Tabela 01 - Cls, de derivados sintéticos de chalconas contra formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi durante 72h.

Composto Cls,/72h (UM) R? Intervalo de Confianca
1A 131,38 0,9476 115,46 a 149,49
1B 115,31 0,9865 107,25 a 123,92
1C 60,99 0,9718 54,80 a 67,89
2A 136,46 0,9805 121,09 a 153,77
2B 25,90 0,991 25,12 a 26,70
2C - - -

Legenda: Cls: Concentragdo Inibitoria para 50% dos parasitos testados; R% Coeficiente de
determinacgao; (-): Sem atividade.

Por meio do teste de viabilidade, foi observado que os derivados sintéticos de
chalconas possuem atividade contra formas epimastigotas de T. cruzi, com valores de Cls,
que variam de 25,90 até 136,46uM, sendo os compostos 2B e 1C os mais ativos.

Embora o derivado sintético de chalcona 2C ndo tenha apresentado atividade
dentro da faixa de concentracao utilizada neste estudo, esse fato pode ser explicado pois o
composto 2C é um solido cristalino de baixa solubilidade em meio aquoso, propriedade
fisica que dificulta a absor¢gao do composto pelos parasitos, esse obstaculo foi descrito por
Lourengo et al. (2023a) em ensaios in vifro com o composto 2C, o qual apresentou baixa

acédo em outra metodologia.
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4.2 Avaliagao da morfologia das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas

com derivados sintéticos de chalconas

Ap6s o tratamento com a Cls,/72h, pode-se observar na figura 10 que os derivados
sintéticos de chalconas 1A, 1B, 1C, 2A e 2B alteraram a morfologia dos parasitos. O
composto 2C nao foi testado para essa metodologia por nao apresentar atividade no ensaio

de viabilidade.
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Figura 10 - Morfologia de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi corados pelo método Pandtico.

P ¥, . . =
A § i 2B @
- - ‘l
p , e ANSY" b L
-'5' ) - -~ & ’ P
A ]
~ - * r
a‘: ) . - r A
L - -
L -
.- » .
@ " . L s
f P ‘-
k “\ 8
l » 4 K
L n b
" | o
‘-‘/ § . ‘ e [ » 0
i - 10um 10pm
‘ﬁ - et
c , v 7 el
[]
¢ )
4 .
o . 1 ’d .
- ¢ ’ -
. e “ 4
’ s 3 L
b ]
@ J ) 4 .
L ]
o «d % . 9 ’
2 .‘A/ 7 » ‘
- -~
y 2
¥ 10i.lm ' v " & 10[”7?
€ Lt L] -
ESW g F s
& L
s L]
4
-
- » "
i r
. L'}
-
%
.
10um P . A0pm
——d ® ]

Legenda: (A) Parasitos nado tratados - controle; (B) Parasitos tratados com 1A, (C) Parasitos tratados
com 1B; (D) Parasitos tratados com 1C; (E) Parasitos tratados com 2A; (F) Parasitos tratados com
2B. Microscopio optico, aumento de 1000x. As setas indicam as estruturas celulares: f (flagelo); k
(cinetoplasto); n (nucleo); d (debris celulares).
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Em todos os tratamentos com Cls,/72h dos derivados sintéticos de chalconas houve
alteragbes morfolégicas de T. cruzi, em comparagdo com os parasitos nao tratados (figura
10A).

Os diferentes tratamentos cujas formas epimastigotas de T. cruzi foram submetidas
causaram a redugdo do tamanho celular, os parasitos apresentam-se arredondados e mais
largos; alteraram a visibilidade do flagelo e provocaram a ocorréncia de debris celulares,
indicando morte celular.

Os dados apresentados na figura 11 mostram as alteragbes morfolégicas em
porcentagem, demonstrando a quantidade de células néo funcionais em cada tratamento e
no controle. As alteragbes morfoldgicas sdo constatadas em baixa quantidade no controle
(figura 10A), apenas 11% dos parasitos, sendo comum encontrar parasitos ndo funcionais
na cultura celular. O restante dos parasitos ndo tratados encontravam-se com morfologia

considerada normal, com formato fusiforme e flagelo visivel.

Figura 11 - Efeito dos derivados sintéticos de chalconas sobre a morfologia de formas epimastigotas

de Trypanosoma cruzi.
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Em relagdo aos tratamentos, o composto 1A (figura 10B) foi capaz de alterar a
morfologia de 68,5% dos parasitos, com a presenga de debris celulares, indicando morte
celular. O composto 1B (figura 10C) alterou 82% dos parasitos, com a ocorréncia de debris
celulares. Ja o composto 1C (figura 10D) alterou 60,8% dos parasitos.

O tratamento com o composto 2A (figura 10E) foi capaz de induzir a morte celular

na maioria dos parasitos, bem como havia a presencga de debris celulares, alterando 93,3%
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dos parasitos. O composto 2B (figura 10F) alterou 80% dos parasitos, os quais
apresentaram morfologia arredondada.

Dessa forma, o composto 2A e 1B, respectivamente, apresentaram os maiores
efeitos na morfologia das formas epimastigotas de T. cruzi.

Os tratamentos com os derivados sintéticos de chalconas foram capazes de afetar
a viabilidade e morfologia das formas epimastigotas de T. cruzi, essa atividade pode estar
relacionada a propriedade multialvos das chalconas. Visto que, os mesmos compostos
quando testados em L. amazonensis apresentaram resultados promissores como inibidores
de CPs, aumentando a producdo de NO e ROS em células infectadas e desestabilizando a
membrana mitocondrial do protozoario (LOURENCO et al., 2023a).

As chalconas tém como uma de suas caracteristicas a atividade antioxidante, que
previne danos oxidativos em células humanas, propriedade relacionada a posicdo e niumero
de grupos hidroxila (-OH) (HAO et al, 2024). Considerando essa propriedade das
chalconas, a acdo antioxidante pode desestabilizar a homeostase oxidativa do parasito,
gerando estresse oxidativo, que induz a produc¢ao de radicais livres, de modo a aumentar a
concentragdo de NO (AGUIAR, 2013; PAIVA; MEDEI; BOZZA, 2018).

A mitocOndria Unica e ramificada de T. cruzi possui uma maquinaria bioenergética e
metabdlica, a qual é eficiente para lidar com os danos oxidativos do proprio ciclo de vida
(BOMBACA et al., 2019). No entanto, ndo possui um sistema de defesa oxidativo como o
dos mamiferos, com enzimas, por exemplo (MACHADO-SILVA et al., 2016), dessa forma é
uma regiao vulneravel ao estresse oxidativo.

O estresse oxidativo, resulta na disfuncdo mitocondrial, aumento da producao de
NO ou ROS (quando o parasito se encontra no meio intracelular) e danos ao DNA (AGUIAR,
2013; CAMPOS et al., 2011). A persisténcia do estresse oxidativo causa alteracbes
morfologicas e fisiolégicas no parasito, como a redugdo do tamanho e inchaco celular,
desorganizacao das organelas e aumento da produgao de ROS, resultando na morte celular
(SANDES, 2016).

Além disso, T. cruzi possui como principal CPs a cruzipaina (também conhecida
como cruzaina ou GP57/51), uma glicoproteina monomérica pertencente a familia da
catepsina, familia polimérfica e multigénica (DUSCHAK; COUTO, 2009; LIMA et al., 2001). A
cruzipaina é essencial para sobrevivéncia, invasdo e multiplicacdo do parasito na célula
hospedeira, estando presente em todas as formas e cepas de T. cruzi (SANTOS et al., 2021;
UEHARA, 2010). Na forma epimastigota, a cruzipaina se encontra na organela
reservossomo, onde é altamente expressada; na forma tripomastigota, se encontra no bolso
flagelar; e na forma amastigota, se encontra na superficie da célula (FUJII, 2018).

Atualmente, sabe-se que ha quatro subtipos de cruzipaina, com diferentes sitios ativos e
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fungdes dentro do protozoario, aumentando os mecanismos de seletividade e especificidade
de T. cruzi (SANTOS et al., 2021).

De acordo com Lourenco et al. (2023b), os derivados sintéticos de chalconas
possuem o mecanismo de agao de inibir catepsinas do tipo L. A cruzipaina quando madura
contém uma porgao catalitica de extrema semelhanca as catepsinas do tipo L (GEA et al.,
2006), logo esses compostos podem atuar na inibigdo da cruzipaina, de modo a reduzir e
levar a morte da populagao celular.

Além disso, o0 estresse oxidativo e a inibicdo da cruzipaina podem estar
correlacionados, pois a cruzipaina €& importante para a sinalizacdo e equilibrio de NO
(STEMPIN et al., 2008); por conseguinte, com a inibigdo da cruzipaina, os mecanismos de
protecdo da agao oxidativa sao desestabilizados, levando a morte celular dos parasitos.

No estudo de Dutra et al. (2023), chalconas sintéticas analisadas in silico
interagiram com a cruzipaina e tripanotiona redutase (TR), sendo possiveis alvos de agao,
em destaque para a TR que regula o metabolismo redox de T. cruzi (cepa Y). Nos testes in
vitro, as chalconas sintéticas causaram redugéo das populagdes das formas epimastigotas e
tripomastigotas, danos a membrana e a mitocdndria, e acumulo de ROS, devido ao estresse
oxidativo (DUTRA et al., 2023).

Ribeiro (2023) avaliou uma chalcona sintética inédita contra as trés formas de T.
cruzi (cepa Y). A chalcona apresentou interacbes com a cruzipaina e com a TR nas analises
de docking molecular, além de induzir a morte celular por danos na membrana do parasito
na avaliagao por citometria de fluxo, e também aumentou a produgcéo de ROS, mecanismos
de agao relacionados ao estresse oxidativo.

Em ambos os estudos (DUTRA et al., 2023; RIBEIRO, 2023), os mecanismos de
acao foram similares, demonstrando que as propriedades das chalconas permanecem
mesmo com alteragbes nos radicais. Sendo compostos que atuam fortemente nas enzimas
de importancia para o parasito e no estresse oxidativo.

Com base nos dados da literatura (DUTRA et al, 2023; LOURENCO et al., 2023a;
LOURENCO et al.,, 2023b; RIBEIRO, 2023), os derivados sintéticos de chalconas aqui
testados possuem mecanismos de acdo multialvos contra T. cruzi. Porém, é necessario a
realizacdo de outros testes in vitro para elucidagdo dos mecanismos de acido dos
compostos. Em destaque para o composto 2A que apresentou lise celular dos parasitos,
atividade particular observada neste composto.

Ademais, os derivados sintéticos de chalconas analisados neste estudo n&o
apresentaram registros na literatura contra T. cruzi, indicando que nosso grupo de pesquisa

foi o primeiro a realizar essa associagao.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, concluimos que os derivados sintéticos de
chalconas foram ativos contra as formas epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c. Dos seis
compostos testados, cinco apresentaram atividade contra a viabilidade e causaram
alteragbes morfolégicas nos parasitos. Sendo que o composto 2B apresentou-se como o
mais ativo contra a viabilidade tendo a menor Cls,/72h; e o composto 2A causou as maiores

alteracbes na morfologia dos parasitos, resultando na morte celular.
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