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RESUMO

Tricomoniase é a doenga sexualmente transmissivel ndo-viral mais comum no mundo
e pode gerar sérias consequéncias na saude reprodutiva, cancer e transmissao e
aquisi¢ao do HIV. Por esta razao, esta infec¢ao resulta em um pesado fardo para os
sistemas de saude publica. O unico tratamento aprovado para esta infeccédo, que
consiste nos 5-nitromidazois metronidazol e tinidazol, apresenta efeitos adversos e ha
uma subestimada taxa de resisténcia da infecgdo, atualmente considerada uma
doencga negligenciada, a estes farmacos. Portanto, ha uma necessidade urgente de
novas alternativas terapéuticas para a tricomoniase. Chalconas s&o uma familia de
moléculas que apresenta varias aplicagdes bioldgicas, como atividade contra diversos
patégenos, incluindo protozoarios patogénicos. Este trabalho apresenta o potencial
anti-Trichomonas vaginalis de derivados de chalcona sintetizados e seus efeitos sobre
os trofozoitos. Os valores de ICso dos compostos mais ativos variaram de 27,5 a 76,4
MM, e as moléculas 4’-hidroxichalcona e 3’-aminochalcona apresentaram os valores
mais baixos (27,5 e 28,9 uM). Estes dois compostos foram citotdéxicos contra a
linhagem de células epiteliais vaginais HMVII, consequentemente apresentaram
baixos indices de Seletividade; contudo, ao se utilizar larvas de Galleria mellonella,
como modelo de toxicidade in vivo, nao foi observada diminuicdo da viabilidade apés
o tratamento. As moléculas também nao provocaram hemalise em eritrocitos humanos
em 1 e 24 horas. Os compostos nao induziram significativa produgcéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) nos trofozoitos. Neutrdfilos humanos apresentaram
aumento na producédo de EROs quando coincubados com trofozoitos tratados com os
compostos. Os resultados indicam que as chalconas sao uma familia de moléculas

com potencial atividade contra T. vaginalis.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, chalconas, citotoxicidade, Galleria mellonella,
producao de EROs.






ABSTRACT

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted disease worldwide
and can lead to serious consequences in reproductive health, cancer and HIV
acquisition. For this reason, this infection results in a heavy burden for public health
systems. Current approved treatment, which consists in 5-nitromidazole drugs,
metronidazole and tinidazole, present adverse effects and there is underestimate drug
resistance data on this parasitic infection, currently considered a neglected disease.
Therefore, there is an urgent need for new alternatives for trichomoniasis treatment.
Chalcones are a family of molecules that present various biological applications, such
as activity against many pathogenic organisms including protozoan pathogens. This
study presents the anti-Trichomonas vaginalis potential of synthetized chalcone
derivatives and their effects on the trophozoites. ICso values of the most active
compounds ranged from 27.5 to 76.4 pM, and 4’-hydroxychalcone and 3'-
aminochalcone presented the lowest values of ICso (27.5 and 28.9 uyM). These two
compounds showed cytotoxicity against HMVII vaginal epithelial cells, thus presenting
a low Selectivyty Index; however, when Galleria mellonella larvae were used as model
for in vivo toxicity no significant decrease in viability after treatment was observed. The
chalcones also did not induce hemolysis in human erythrocytes The compounds did
not induce significant reactive oxygen species (ROS) production in the trophozoites.
Human neutrophils have increased ROS production when exposed to treated
trophozoites. Results indicate that chalcones are a family of molecules with potential
activity against T. vaginalis.

Keywords: Trichomonas vaginalis, chalcones, cytotoxicity, Galleria mellonella, ROS

production.
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As doengas sexualmente transmissiveis (DSTs) vém se apresentando, ao
longo dos ultimos anos, como um grave problema de saude publica. Desde a
descoberta da AIDS e do virus HIV, e da epidemia que ocorreu na década de 80,
cresceu muito a preocupacdo nos servicos de saude em relacdo a esse tipo de
infecgao. No Brasil e no mundo ocorreu um forte incentivo a prevencao e controle de
DSTs, mas ainda falta muito para que exista uma politica eficiente para isso. Os
sistemas de vigilancia sao falhos, e ndo sao obrigatérios para a maioria das infecgdes,
apesar das graves consequéncias que diversas delas podem ter. A precariedade do
sistema publico de saude também muitas vezes inviabiliza que os pacientes tenham
acesso a diagnosticos precisos e tratamentos eficazes, o que acaba gerando um

descontrole desse tipo de infecgdo, e um alto fardo para a saude da populagao.

A tricomoniase é uma DST causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis
com grande impacto na saude publica pois tem potencial de gerar graves
complicagdes, como problemas na reproducéo, predisposi¢ao ao cancer cervical e de
prostata e, em especial, aumento da transmissdo do virus HIV. E preocupante o
crescente numero de casos identificados anualmente, o qual ultrapassa a soma dos
casos de outras DSTs n&o virais, como sifilis, gonorreia e infecgao por Chlamydia
(WHO, 2012).

Existem restritas opgcdes de tratamento para a tricomoniase, e os farmacos
empregados atualmente, unicos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA,
USA), sao os 5-nitroimidazois metronidazol e tinidazol, sendo o primeiro o farmaco de
escolha para esta parasitose. Os efeitos adversos dos medicamentos sao diversos, e
incluem, entre outros, nausea e diarreia, e até manifestagbes alérgicas. Também
existem dados sobre efeitos teratogénicos e carcinogénicos destes farmacos, mas
nao ha ainda evidéncias de que isto ocorra de fato de forma significativa (VIEIRA et
al., 2017).

O metronidazol apresenta, além dos possiveis efeitos adversos, que podem
levar a uma nao-adesao ao tratamento, um crescente numero de casos de infecdes
refratarias, evidenciando uma ocorréncia cada vez maior de isolados resistentes ao
farmaco. N&o € possivel estimar de forma precisa dados sobre a ocorréncia de
infecgcdes por microrganismos resistentes ao metronidazol, uma vez que nem mesmo

existem informagdes epidemiolégicas precisas sobre a infeccdo, ndo ha a
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obrigatoriedade de notificagdo, e inexiste um sistema de vigilancia para esta DST
(SECOR et al., 2014).

As complicagdes que podem decorrer da infeccdo por T. vaginalis
potencialmente geram um alto custo para o sistema de saude publica, especialmente
se for considerado que esta doenca afeta populacbes de menor renda,
frequentemente menos educadas sobre DSTs e demais consequéncias de sexo
desprotegido, portanto tendo um acometimento maior deste tipo de infecgdo. A
predisposicdo ao cancer cervical e ao cancer de prostata sdao exemplos de
consequéncias da tricomoniase (SUTCLIFFE et al., 2012) que geram um alto custo
de tratamento, assim como as consequéncias para a saude reprodutiva (SILVER et
al., 2014) e, principalmente, a influéncia exercida sobre a circulagéo do virus HIV na
populacao (VAN DER POL et al., 2008).

Portanto, a busca por novas alternativas terapéuticas para a tricomoniase é
urgente. Chalconas s&o cetonas de cadeia aberta com vasto potencial farmacolégico
e as crescentes investigagdes tém demonstrado cada vez mais aplicagdes biomédicas
para estas moléculas, incluindo atividades biocidas contra diversos organismos. Desta
forma, a avaliagdo do potencial de chalconas no combate a tricomoniase contribuira
para a busca por novas alternativas terapéuticas para esta infeccdo parasitaria
negligenciada.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
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O protozoario flagelado Trichomonas vaginalis € um protozoario parasita do
trato urogenital humano, agente etiolégico da tricomoniase, doengca sexualmente
transmissivel (DST) com importante impacto na saude publica. A tricomoniase € a
DST néo viral mais comum no mundo, sendo que em 2008, cerca de 280 milhdes de
novos casos foram relatados, mais do que a soma dos novos casos de infecgdes por
Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e sifilis (WHO, 2012). No Brasil, os
numeros apresentados pelo Ministério da Saude sdo: 937 mil casos de sifilis, 1,5
milhdo de casos de gonorreia e 1,9 milhdo casos de clamidia (BRASIL, 2017). Apesar
de n&o haver dados nacionais sobre a tricomoniase, por ndo se tratar de uma infecgao
de notificagdo compulséria, € possivel inferir, tendo em vista as propor¢des mundiais
de incidéncia das DSTs nao-virais, que a populacao afetada pela doenca é bastante

significativa.
2.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado parasita extracelular, que foi
descrito em 1836 por Alfred Donné, isolado da secrecao vaginal de uma mulher com
vaginite. Apresenta apenas a forma trofozoitica, com formato piriforme, que costuma
ter cerca de 10 yM de comprimento e 7 yM de largura. S&o cinco os flagelos que o
trofozoito possui, sendo quatro flagelos livres na extremidade anterior e um aderido
ao longo da célula formando a membrana ondulante. Estes caracteres conferem a
mobilidade ao parasito, caracteristica essencial no diagndstico morfolégico (PETRIN
et al.,, 1998). O protozoario pode apresentar formas arredondadas com flagelos
internalizados muito semelhantes a cistos, porém sem apresentar parede cistica, sdo
comumente encontradas. Estas formas sdo conhecidas como pseudocistos
(PEREIRA-NEVES et al., 2003).

O parasito T. vaginalis apresenta a importante caracteristica de ser
amitocondriado; no lugar de mitocéndrias, o patdgeno possui organelas denominadas
hidrogenossomos, que apresentam enzimas multifuncionais envolvidas na sintese de
ATP e tém papel na adaptagcao do metabolismo ao ambiente do sitio de infecgao
(BENCHIMOL, 2009).
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Figura 1 - Estruturas morfologicas caracteristicas de Trichomonas vaginalis. AX
(axdstilo), CP (corpo parabasal), FA (flagelo anterior livre), H (hidrogenossomo), MO
(membrana ondulante), N (nucleo), Vv (vacuolo) (Fonte:
http://www.servier.com.br/content/banco-de-imagens).

2.2 Tricomoniase
2.2.1 Manifestacgdes clinicas

As manifestacbes clinicas da tricomoniase podem variar e a infecgéo
tradicionalmente era considerada sintomatica em mulheres e assintomatica em
homens, porém este cenario vem se modificando. Atualmente se observa que a
parasitose ndo apresenta sintomas na maioria dos casos, tanto em homens quanto
em mulheres, o que aumenta o risco de transmissao (POOLE e McLEELAND, 2013).
Quando sintomaticas, mulheres infectadas costumam apresentar prurido, irritacao,
edema e eritema vaginal, odor e corrimento, e € pouco comum o relato de dor
abdominal e disuria. Em raros casos ocorre a presenca de colpitis macularis, um sinal
especifico desta parasitose que consiste na presenca de area eritematosa na cérvice,
com pontos hemorragicos (LEHKER e ALDERETE, 2000). Sintomas em homens s&o
pouco caracterizados, uma vez que a infeccdo pode ser transiente e autolimitada
(HIRT e SHERRAD, 2015). Os relatos citam ocorréncia de uretrite com secre¢ao clara
ou mucopurulenta, disuria, leve sensacao de prurido ou queimacao apods relagao
sexual (PETRIN et al., 1998).

2.2.2 Complicagdes

O fato de a infecgao ser assintomatica na maioria dos casos gera preocupacao,

pois os pacientes afetados ndo buscam um servico de saude e permanecem
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infectados por longos periodos e, portanto, transmitindo a infec¢do. A parasitose pode
acarretar graves consequéncias, como predisposigao ao cancer cervical e de prostata,
sendo que os parasitos tém efeito citopatogénico sobre células cervicais, induzindo
anomalias citologicas (VIIKKI et al., 2000; SUTCLIFFE et al., 2012; LIN et al., 2015).
Também podem ocorrer sequelas reprodutivas como doenca inflamatoria pélvica e
infertiidade, além de nascimento prematuro e baixo pesode recém-
nascidos (GRODSTEIN et al., 1993; CHERPES et al., 2006; SILVER et al., 2014).

Um dos efeitos que a tricomoniase exerce que tem mais consequéncia para os
pacientes e para os servigos de saude é a atuagéo do parasito como agente facilitador
para a transmissdo e aquisicdo do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV)
(SORVILLO et al., 2001; VAN DER POL et al., 2008, MAVEDZENGE et al., 2010;
THURMAN & DONCEL, 2011; KISSINGER e ADAMSKI, 2013). Isso se da pelo fato
da infecg&o gerar uma resposta imune local que ocasiona inflamacé&o do epitélio, e um
recrutamento de células imunes alvo do HIV, que associados a microhemorragia no
epitélio viabilizam uma maior carga viral na mucosa genital, aumentando assim a
exposicao (KISSINGER e ADAMSKI, 2013).

2.2.3 Patogenia

A patogenia do T. vaginalis € um processo complexo de multiplos passos,
envolvendo distintos mecanismos de interagcdo com macromoléculas, células e tecidos
(ALDERETE et al. 2004) e envolve inicialmente a citoaderéncia as células epiteliais
vaginais através do lipofosfoglicano (TvLPG) (BASTIDA-CORCUERA et al., 2013) e
das adesinas (AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23) (ALDERETE et al. 1995;
ENGBRING e ALDERETE 1998; KUCKNOOR et al. 2005; GARCIA e ALDERETE
2007) (RYAN et al., 2011). Apds estabelecido o contato com as células epiteliais
vaginais (CEVs), o protozoario modifica sua morfologia de piriforme para ameboide, o
que permite um contato maior e mais eficiente com as células (FIGUEROA-ANGULO
et al., 2012). Os parasitos rompem a barreira de muco pela secre¢do de mucinases
para solubilizar a mucina (glicoproteina que forma uma barreira fisica contra a invasao
de patogenos) (LEHKER e SWEENEY, 1999), e promove a citolise e fagocitose das
CEVs, causando a ruptura da monocamada celular e consequente dano ao tecido
epitelial (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012).
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A tricomoniase pode produzir resposta imune humoral, uma vez que durante
infecgbes sintomaticas € possivel identificar a presenga de imunoglobulinas no sitio
de infecgao (YADAYV, 2005). No entanto, a infecgdo ndo gera imunidade permanente
eficaz, portanto podem ocorrer reinfecgdes, e o organismo do hospedeiro tem a
imunidade inata como principal forma de controle da doenga. Apds o contato com o
epitélio e o estabelecimento da ligagdo do TvLPG, o protozoario desencadeia uma
resposta inflamatéria com liberagao de interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e
proteina inflamatdria de macréfagos (MIP-3a) (FICHOROVA, 2009), além de também
induzir a produgao de oxido nitrico por células imunes, que também atua no combate
ao organismo infeccioso (FRASSON et al., 2012). Durante a infec¢do, o protozoario
possui mecanismos de escape da resposta imune: mimetismo molecular pelo
revestimento do trofozoito com moléculas homadlogas as do hospedeiro (FIGUEROA-
ANGULO et al., 2012), secrecédo de proteases que degradam imunoglobulinas e a
porcdo C3 do complemento (HERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2004), e variagbes
fenotipicas, que podem estar associadas a presenga do simbionte T. vaginalis virus
(TVVs) (KHOSHNAN e ALDERETE, 1994).

2.2.4 Tratamento

Os 5-nitromidazois, metronidazol e tinidazol, vém sendo utilizados no
tratamento da tricomoniase desde a década de 1960, e sdao as unicas opcodes
terapéuticas para a tricomoniase aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA,
USA). O metronidazol € o farmaco de escolha, e costuma ser um medicamento
acessivel, tanto pelo custo quanto pela disponibilidade, mas sua utilizagdo pode ser
limitada, tanto por causar variados efeitos adversos quanto por ja apresentar falhas
no tratamento pela existéncia de isolados resistentes a este farmaco (VIEIRA et al.,
2017).

Dentre os efeitos adversos que ja foram descritos para o metronidazol estao
nausea, vomito, dor de cabeca, vertigem, diarreia, reagao a alcool tipo “dissulfiram” e
gosto metalico na boca (CUDMORE et al., 2004). Ha relatos de ocorréncia de reagdes
alérgicas ao metronidazol e ao tinidazol, que incluem sintomas como urticaria, erupgéo
cutanea, prurido, broncoespasmo e febre (PEARLMAN et al, 1996).
Carcinogenicidade e teratogenicidade sao classicamente atribuidas aos 5-

nitromidazois, mas dados recentes mostram que nunca foi demonstrada de fato
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associacao de ocorréncia de cancer com a utilizagcdo de metronidazol em humanos
(FALAGAS et al., 1998), e também n&o foi identificado efeito teratogénico em bebés
de mulheres tratadas durante a gravidez (SHEEHY et al., 2015).

O mecanismo de acao do metronidazol e do tinidazol sdo semelhantes, ambos
penetram a membrana do protozoario por difusdo passiva até o hidrogenossomo. Na
organela o farmaco atua como aceptor de elétrons preferencial, consequentemente
ocorre sua reducdo e como produtos intermediarios sdo formados radicais nitro
toxicos que desestabilizam a estrutura do DNA e inibem a replicagao, resultando em
morte dos parasitos (KULDA, 1999). Diversas enzimas podem doar os elétrons para
esta reducéo, piruvato;ferredozina-oxiredutase (PFOR) e enzima malica s&o exemplos
que estao presentes no hidrogenossomo, embora a enzima tioredoxina oxiredutase

também possa exercer essa funcao (LEITSCH et al., 2009).

2.2.5 Resisténcia

A auséncia de sistema de vigilancia para esta infecgao indica que assim como
o numero de pacientes infectados, os dados sobre resisténcia a farmacos podem estar
subestimados. Conforme alertado pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC, Atlanta, GA, USA) a tricomoniase € considerada uma infeccdo parasitaria
negligenciada (SECOR et al., 2014). Existem diversos dados relativos a ocorréncia de
isolados resistentes e os numeros variam muito. Menezes e colaboradores (2016)

descrevem que, de acordo com a literatura, estes numeros ficam entre 2,5% e 9,6%.

O mecanismo de resisténcia aos farmacos ainda n&o é completamente
elucidado, e isolados com resisténcia induzida in vitro apresentam caracteristicas
bioquimicas e enzimaticas diferentes de isolados clinicos resistentes, o que dificulta a
analise dessas caracteristicas como possiveis mecanismos de resisténcia (VIEIRA et
al., 2017). Sugere-se que a resisténcia possa estar associada a diminuicdo da
atividade de enzimas envolvidas na redugcdo do metronidazol (YARLETT et al., 1986;
KULDA et al., 1993; LEITSCH et al., 2009). T. vaginalis também apresenta homologos
de enzimas redutases bacterianas, que estao relacionadas com menor suscetibilidade
ao metronidazol em bactérias (PAL et al., 2009), e recentemente foram apresentados
dados que sugerem que a enzima flavina redutase 1 também tenha um papel

importante no mecanismo de resisténcia (LEITSCH et al., 2014).
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Tendo em vista os graves problemas que a infecgdo pode causar, com sérias
consequéncias para a saude publica, e a crescente dificuldade em eliminar o parasito
de forma eficaz e segura, a pesquisa de novas alternativas terapéuticas tem buscado
nos mais diversos tipos de compostos o potencial para combater T. vaginalis, tanto
em substancias naturais quanto sintetizadas. Sabe-se que terpenos, compostos
fendlicos e alcaloides tém bom potencial contra o parasito. A existéncia de compostos
ativos com as mais diversas estruturas quimicas € um bom indicativo de que sao
variados os mecanismos de agdo, o que € interessante no sentido de evitar a
ocorréncia de resisténcia cruzada. O investimento na pesquisa cientifica é escasso e
enquanto ndo se obtém novas alternativas terapéuticas, muitas pessoas continuam

sofrendo com as consequéncias desta doenga (VIEIRA et al., 2015).

2.3 Chalconas

Uma familia de moléculas chamadas chalconas tem mostrado eficiéncia nas
mais diversas aplicagdes biomédicas, em especial no combate a microrganismos
patogénicos. As chalconas s&o caracterizadas como precursores de flavonoides e
isoflavonoides, de cadeia aberta, sendo formadas por dois anéis aromaticos (anéis A
e B) espagados por uma cadeia cetdnica a,B-insaturada. Encontradas amplamente
em produtos naturais, também vem crescendo a sintese de variadas moléculas desta
classe (SAHU et al., 2012).

N
O

Figura 2 — Estrutura basica da molécula de chalcona (adaptado de MAHAPATRA et.
al, 2015a)

Diversas atividades bioldgicas ja foram identificadas tanto para chalconas
naturais quanto para as moléculas sintetizadas, como atividade antitumoral
(MAHAPATRA et al., 2015a), anti-inflamatéria (MATEEVA et al., 2015), antioxidante
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(POPOOLA et al., 2015), inibidora de monoamino oxidase (MINDERS et al., 2015;
MATHEW et al., 2016), sintese de melanina (NIU et al., 2016), inibidora de
acetilcolinesterase (SUKUMARAN et al., 2016), anticonvulsivante (NASSAR et al.,
2016). Além disso, ja foi demonstrada atividade contra diversos patégenos, como
helmintos Brugia malayi (SASHIDHARA et al., 2014) e Schistosoma mansoni (DE
CASTRO et al., 2015); Candida albicans resistente a fluconazol (WANG et al., 2016);
bactérias patogénicas Mycobacterium tuberculosis e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) (AHMAD et al., 2013; FENG et al., 2014), e também
inibicdo da formacgdo de biofilme bacteriano (KUNTHALERT et al., 2014) e da
replicagéo do HIV (SHARMA et al., 2011) ja foram descritas.

A atividade de chalconas vem sendo bastante investigada contra protozoarios
parasitas, apresentando resultados promissores. Em relagdo a leishmaniose, os
resultados incluem a potente atividade de chalconas in vitro e in vivo contra
Leishmania donovani (GUPTA et al., 2014). Também foi observada atividade dessas
moléculas contra L. (Viannia) brasiliensis (DE MELLO et al., 2013) e contra L. major
(FOROUMADI et al., 2010) e L. panamensis (INSUASTY et al., 2015).

Chalconas apresentam atividade anti-Plasmodium falciparum tanto contra
cepas suscetiveis quanto resistentes a cloroquina (SHARMA et al., 2014). Isolados
resistentes se mostraram suscetiveis a chalconas em concentracbes bastante
reduzidas (SMIT et al., 2015). Raj e colaboradores (2015) identificaram conjugados
de chalcona-cloroquina altamente eficientes contra P. falciparum resistente a
cloroquina. A atividade antimalarica de chalconas foi demonstrada tanto in vitro
quando in vivo (PANDEY et al., 2016).

Também ja existem relatos sobra a atividade de estruturas cumarina-chalcona
contra Trypanosoma cruzi (VASQUEZ-RODRIGUES et al, 2016) e quinolona-
chalconas contra T. brucei, (ROUSSAKI et al., 2013), e recentemente o potencial das
chalconas contra Giardia intestinalis vem sendo investigado (MONTES-AVILA et al.,
2009; BAHADUR et al., 2015).

A investigacao da atividade de chalconas contra T. vaginalis ainda é um campo
a ser explorado, vista a minima existéncia de dados na literatura. Um estudo de
Anthwal e colaboradores (2014) identificou a atividade de hibridos de chalcona-

metronidazol contra isolados suscetiveis e resistentes ao metronidazol. As moléculas
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de metronidazol ligadas covalentemente ao grupamento chalcona se mostraram
promissoras, apresentando-se até quatro vezes mais potentes do que o metronidazol,
bem como tendo baixa citotoxicidade contra células humanas de epitélio vaginal.
Também ja foi demonstrada a atividade contra T. vaginalis de organosilatranos aliados
a chalconil tiazoles (SINGH et al., 2016).

O potencial de utilizagdes biomédicas das chalconas € crescente, em especial
no que se refere a utilizagdo como agente antibiético. Considerando esse potencial e
a crescente dificuldade nos tratamentos atualmente existentes para tricomoniase, fica
evidente a necessidade de investigar a possivel utilizagdo destes compostos como
agentes tricomonicidas. A busca por novos alvos terapéuticos e o entendimento dos
mecanismos de acdo de moléculas com atividade anti-T. vaginalis sao promissores

campos de pesquisa.



3 OBJETIVOS
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Considerando que a tricomoniase vem se apresentando como um grave
problema de saude publica, e o tratamento para esta doenga vem se tornando cada
vez mais desafiador, o objetivo geral deste estudo € investigar o potencial anti-

Trichomonas vaginalis de diferentes moléculas derivadas de chalconas.
Objetivos especificos

a) Avaliar o potencial anti-T. vaginalis in vitro de chalconas sintéticas;

b) Avaliar a seletividade das moléculas estudadas para o patdgeno;

c) Investigar os mecanismos envolvidos na morte celular dos parasitos
tratados
d) Investigar os efeitos do tratamento dos trofozoitos com as chalconas

ativas em neutrdéfilos humanos.






4 CAPITULO
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O texto completo do Capitulo |, compreendido entre as paginas 33 e 60 da verséo
completa desta dissertacao, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparagao
para publicagdo em periddico cientifico, intitulado Synthesis and anti-Trichomonas
vaginalis activity of chalcones, de autoria de Marcia Rodrigues Trein, Ligia Rodrigues

e Oliveira, Graziela Vargas Rigo, Danielle da Silva Trentin, Alexandre José Macedo,
Luis Octavio Regasini, Tiana Tasca. O estudo consiste na investigagdo da atividade
de chalconas sintetizadas frente a T. vaginalis, bem como o efeito dos compostos mais
ativos nos trofozoitos, avaliacdo de toxicidade in vitro e in vivo, e possivel efeito na
resposta de células imunes ao protozoatrio. Os resultados demonstraram que os
compostos mais ativos foram uma hidroxichalcona e uma aminochalcona com com
valores de ICso de 27,5 e 29 uM, respectivamente. Ambos compostos mais ativos
apresentaram citotoxicidade frente a células epiteliais vaginais humanas, porém o
modelo de Galleria mellonella, revelou auséncia de toxicidade in vivo, pois nao houve
perda significativa de viabilidade das larvas. Os compostos ndo demonstraram
atividade hemolitica frente a eritrécitos humanos. O tratamento dos trofozoitos de T.
vaginalis com os compostos ndo induziu acumulo de espécies reativas de oxigénio,
nem alteracdo significativa na expressao génica dos genes da piruvato:ferredoxina
oxidoredutase e da B-tubulina. Trofozoitos previamente tratados com os compostos
mais ativos, quando coincubados com neutréfilos humanos, induziram
significativamente mais acumulo de espécies reativas de oxigénio nestas células

quando comparados a trofozoitos nao tratados.






5 DISCUSSAO
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Chalconas tém mostrado eficiéncia nas mais diversas aplicagbes biomédicas,
em especial no combate a microrganismos patogénicos. Diversas atividades
biolégicas ja foram identificadas tanto para chalconas naturais quanto para as
moléculas sintetizadas, e apresentam resultados promissores inclusive para
protozoarios parasitas. A investigagcao da atividade de chalconas contra Trichomonas
vaginalis ainda € um campo a ser explorado, visto a minima existéncia de dados na

literatura.

Neste estudo foi testado o potencial anti-T. vaginalis de doze compostos. A
chalcona T1 ndo apresentou atividade em 100 uyM, e chalconas com um grupamento
hidroxila no anel A mostraram atividade diferenciada quando comparada com a dos
compostos com a hidroxila no anel B. O fato do composto T4 ter apresentado o menor
valor de ICsp indica que a posi¢ao 4’ do anel A é essencial para uma potente atividade
antiparasitaria, pois a chalcona T2, com o radical na posi¢do 2° do mesmo anel
apresentou um valor de ICso maior. A ciclizacdo das moléculas resultou em redugao
da atividade anti-T. vaginalis. As aminochalconas também mostraram atividade
variada de acordo com a posicao do radical, e a mais ativa foi J1, que possui o radical
na posicao 3’ do anel A. Os dois compostos que apresentaram menores valores de
ICso foram, portanto, a 4’-hidroxichalcona (T4) e a 3’-aminochalcona (J1), entdo foram
selecionados para os demais experimentos deste estudo.

A partir da avaliacdo de citotoxicidade é possivel calcular o indice de
Seletividade de um composto, que indica que a toxicidade dele é seletiva para o
agente infeccioso e nao para o hospedeiro. Grogl e colaboradores (2013) definem que
para uma molécula ser considerada seletiva, o IS deve ser maior do que 5,0. Ja Nava-
Zuazo e colaboradores (2010) propéem que um IS maior do que 10 indica que a
atividade do composto nao é causada pela sua citotoxicidade. Este indice é calculado
pela raz&o entre o CCso e 0 ICs0, ou seja, compara o potencial citotoxico e o potencial
parasiticida. Portanto, um indice abaixo de 1,0 significa que a concentragao suficiente
para eliminar os parasitos € maior do que a concentracdo que causaria dano
significativo as células do hospedeiro. A partir disso pode se afirmar que um indice de
seletividade deve ser, no minimo, igual ou maior do que 1,0, o que indicaria que a
toxicidade do composto as células do hospedeiro € menor do que sua toxicidade ao

patoégeno.
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A citotoxicidade destas moléculas foi testada utilizando-se a linhagem celular
HMVII, constituida por células de melanoma maligno de epitélio vaginal, e os dois
compostos apresentaram citotoxicidade contra este tipo celular. Existem diversos
estudos que avaliam o potencial antitumoral de chalconas (MAHAPATRA et al.,
2015a), inclusive especificamente hidroxichalconas (NEVES et al., 2012), portanto
este resultado pode estar associado ao potencial de eliminagao de células tumorais

que esta familia de moléculas apresenta.

Em busca de um dado sobre a toxicicidade dos compostos em que esta ndo
pudesse estar associada a malignidade das ceélulas utilizadas, e também com objetivo
de obter uma informacdo em um modelo mais complexo do que a cultura de células,
foi realizado o experimento de avaliagao da toxicidade em larvas do inseto lepidoptero
Galleria mellonella. Este modelo ja € aceito na comunidade cientifica para avaliagao
de infecgdo e potenciais agentes antimicrobianos para fungos e bactérias, e também
para avaliagcéo de toxicidade de compostos (KAVANAGH e FALLON, 2010, DESBOIS
e COOTE, 2011). Para este experimento, as larvas foram injetadas com os compostos
e tiveram sua viabilidade avaliada por 120 horas, e foi demonstrado que os compostos

nao apresentaram toxicidade para estes organismos.

A busca por modelos in vitro ideais tem sido um grande avango, pois a utilizagao
de animais costuma gerar uma discusséo ética bastante grande, e tem sido cada vez
mais questionado se o custo dessas vidas € compensado pelo beneficio da pesquisa.
Os direitos dos animais sdo uma questao cada vez mais discutida e considerada, tanto
na academia quanto nos meios de comunicagao, e por este motivo a aplicacao de
estudos em modelos animais acaba envolvendo uma série de procedimentos
burocraticos que dificultam e até inviabilizam o desenvolvimento de pesquisas na area
da saude. Porém, apesar de todos os avancos que existem em desenvolver modelos
in vitro para a pesquisa cientifica, ainda é dificil mimetizar de forma precisa a
complexidade de um organismo completo, e a pesquisa basica acaba ficando com
uma caréncia de fonte de informacao sobre seus objetos de estudo. Para suprir esta
necessidade, tem sido cada vez mais aceita a utilizacdo de invertebrados para este
fim, como a aqui utilizada Galleria mellonella, Drosophila melanogaster (LIONAKIS e
KONTOYIANNIS, 2005) e Caenorhabditis elegans (KURTZ e EWBANK, 2003).

Passou-se para a investigacdo dos possiveis mecanismos pelos quais 0s

compostos levam os parasitos a morte. A investigagdo do mecanismo de acéo é
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importante na busca por novas alternativas terapéuticas, pois € interessante que este
seja diferente do mecanismo dos farmacos atualmente aceitos para a terapia, tendo

em vista que um mecanismo semelhante poderia gerar uma resisténcia cruzada.

Primeiramente realizou-se o ensaio de atividade hemolitica dos compostos, que
verifica a capacidade destes de romper membranas. Esta caracteristica pode ser
considerada um mecanismo de morte primario, uma vez que a integridade da
membrana € essencial para a manutencdo da estrutura celular, portanto
imprescindivel para a sobrevivéncia do trofozoito. Neste experimento, eritrocitos
humanos foram expostos as chalconas, e a taxa de hemdlise foi verificada em 1 e 24
horas. Em ambos os tempos n&o foi verificada uma diferenga significativa na taxa de
hemolise dos eritrocitos expostos aos compostos, quando comparada a do controle.
Este resultado indica que as chalconas testadas nao afetam a integridade da
membrana e a morte dos parasitos provavelmente ndo ocorre por este mecanismo. O
ensaio de atividade hemolitica também fornece um indicio de que existe
compatibilidade dos compostos com os eritrocitos humanos (SCOPEL et al., 2013),
em contraste com o efeito citotdxico apresentado no ensaio com células neoplasicas

epiteliais vaginais.

Dando continuidade a investigagdo dos possiveis mecanismos de indugao de
morte que as moléculas exercem sobre os parasitos, foi realizada a verificacdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelos trofozoitos de T. vaginalis,
quando tratados com os compostos. EROs sdo toxicas para células vivas, e sua
geragéao €, portanto, um possivel mecanismo de indugédo de morte de um patogeno.
Os farmacos metronidazol e tinidazol penetram no citoplasma das células parasitarias
por difusdo passiva em sua forma inativa. A ativacdo ocorre pela reducdo do
grupamento nitro pela atividade de enzimas de vias metabdlicas do parasito (KULDA,
1999). A semelhanca da toxicidade exercida pelos radicais nitro produzidos pela
ativagdo do metronidazol, EROs podem desestabilizar a estrutura do DNA e inibir a
replicacao, resultando em morte dos parasitos. O resultado obtido neste experimento
indica que os compostos nao induzem a geragcao de EROs na célula parasitaria,
indicando que este também nao é o mecanismo pelo qual as moléculas levam os
parasitos a morte. Também € um dado indicativo de que os compostos atuam,
provavelmente, em vias diferentes da dos farmacos atualmente utilizados, o que é

uma caracteristica positiva na investigagdo de novas alternativas terapéuticas.



66

Outro aspecto investigado neste trabalho foi a possivel interferéncia das
chalconas estudadas nos processos envolvidos na resposta imune a tricomoniase. A
principal célula imune recrutada para o sitio de infecgéo sao os neutrofilos (ESCARIO
et al., 2010), portanto constituem um importante elemento na resposta imune a esta
parasitose. A acumulagao de EROs nestas células constitui um dos mecanismos pelos
quais ela efetiva a resposta imune e tem um importante papel na inducédo de apoptose
(SONG et al., 2008), e, portanto, na resposta imune, e o contato com trofozoitos de T.
vaginalis naturalmente induzem a produgdo de EROs por neutréfilos. Neste
experimento foi demonstrado que os trofozoitos tratados com os compostos, quando
cocultivados com neutrofilos humanos, induzem um aumento na produgéo de EROs.
Isto indica que essas moléculas podem compor um mecanismo coadjuvante no
combate a infeccdo, uma vez que os parasitos tratados provocam uma
potencializacao deste importante aspecto que compde a resposta imune mediada por

neutrofilos.

Dentre os possiveis mecanismos de resisténcia ao metronidazol esta a reducéo
da expressao de enzimas responsaveis pela ativagao do farmaco no hidrogenossomo,
como a PFOR (YARLETT et al., 1986). Como parte da investigagdo sobre os
mecanismos de morte induzida pelas chalconas, foi avaliado o possivel efeito dos
compostos sobre a expressao génica desta enzima. Os resultados obtidos
demonstram que nao houve modificagao significativa da expressao deste gene nos

trofozoitos tratados quando comparados ao grupo controle.

O potencial antitumoral das chalconas € amplamente explorado, e um dos alvos
destas moléculas nas células tumorais € a polimerizagdo da tubulina (MIRZAEI e
EMAMI, 2016). Além da importancia dos microtubulos na manutengédo da morfologia,
organizagcdo, mobilidade e divisdo celular, nosso grupo observou o provavel
envolvimento da B-tubulina na citoaderéncia de T. vaginalis (dados nao publicados),
que é um processo essencial na sua patogénese (ALDERETE e GARZA, 1985).
Considerando a importancia da B-tubulina na sobrevivéncia e patogenicidade do
parasito, a influéncia das chalconas na expressao génica desta proteina foi avaliada,
e os resultados indicam que n&o ha diferenga significativa nos os trofozoitos tratados,
portanto este provavelmente n&o representa um alvo terapéutico destas moléculas em

T. vaginalis.
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O potencial biocida de chalconas tem sido amplamente investigado,
principalmente como molécula base ou ligante para moléculas com atividade
conhecida contra os organismos alvo, ou compostos mais complexos. Entretanto, a
investigacao de chalconas com ligantes mais simples e somente em uma posigao dos
aneéis benzénicos como substancia antimicrobiana € menos comum. O composto J1,
que é uma 3’-aminochalcona foi utilizado por Tomar e colaboradores (2010) como
precursor para compostos contendo acridinil que apresentaram atividade antimalarica,
mas ndo foram encontrados dados sobre aminochalconas sendo aplicadas
diretamente como moléculas biocidas. Em relagao a hidroxichalconas, classificagao a
qual pertence o composto T4 utilizado no presente estudo (4’-hidroxichalcona), a
molécula com a hidroxila na posicdo 3 do anel B tem atividade anti-biofilme nao
bactericida (KUNTHALERT et al., 2014). Para hidroxichalconas ja foram
demonstradas atividades contra protozoarios (BORSARI et al., 2017), e biofilme
cariogénico (NIJAMPATNAM et al., 2016), além de atividade contra MRSA (LEE et al.,
2009; TRAN et al., 2012).

Alguns possiveis alvos terapéuticos de chalconas em protozoarios
patogénicos, Leishmania spp., Trypanosoma spp. e Plasmodium falciparum, ja foram
propostos. Mahaptra e colaboradores (2015b) apresentaram dados de diversos
trabalhos que propdem estes alvos, como os especificos: cruzaina, tripanopaina-TB,
hemozoina, hemoglobinase Il, falcipaina, Pfmrk; enzimas do metabolismo energético:
GAPDH, fumarato redutase, lactato desidrogenase, succinato desidrogenase; e a

enzima topoisomerase |l.

Em um estudo de Zhai e colaboradores (1999), a molécula 4’-hidroxichalcona
(T4) mostrou atividade contra promastigotas de L. major, com ICso de 4 uM, e pela
observacado da acado de outras hidroxichalconas na atividade de mitocdndrias, bem
como modificagbes na sua ultraestrutura, os autores sugerem que as moléculas

exergam sua atividade na fungdo mitocondrial.

O protozoario T. vaginalis € amitocondriado e tem hidrogenossomos como
organelas responsaveis pelo metabolismo energético. Alguns processos enzimaticos
deste metabolismo sdo semelhantes a organismos com mitocondrias, e envolvem
enzimas homologas. Sabendo-se que moléculas baseadas em chalconas

potencialmente tém atividade sobre essas enzimas em protozoarios patogénicos, a
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investigacdo destas como possiveis alvos de chalconas em T. vaginalis pode ser

promissora.

Outro aspecto relacionado as chalconas como potencial farmaco para
tratamento da tricomoniase é a possibilidade de sintetizar moléculas com diferentes
ligantes as moléculas investigadas no presente estudo. Tendo em vista o potencial ja
apresentado contra o parasito e mecanismo adjuvante da resposta imune, se
associados a um ligante com também potente atividade, ou que possa reduzir a
toxicidade do composto, pode-se gerar uma molécula mais seletiva e muito potente

contra T. vaginalis.

A busca por novas alternativas terapéuticas para a tricomoniase € urgente. A
infeccdo acomete cada vez mais pacientes, e em consequéncia o custo para os
sistemas de saude também. Os farmacos atualmente empregados apresentam
problemas, pois tém diversos efeitos adversos e crescente ocorréncia de resisténcia.
O potencial farmacoldgico das chalconas € bastante vasto, e as crescentes
investigacbes tém demonstrado cada vez mais aplicacbes biomédicas para estas
moléculas, incluindo atividades biocidas contra diversos organismos. Neste estudo foi
ampliado o conhecimento sobre o potencial das chalconas sobre microrganismos
patogénicos, bem como foram explorados os efeitos bioldgicos de algumas moléculas

no protozoario T. vaginalis.



6 CONCLUSOES
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A partir dos resultados obtidos neste estudo pbde-se obter as seguintes
conclusdes acerca da atividade in vitro de chalconas sintetizadas sobre o patégeno

Trichomonas vaginalis:

a) Chalconas sintetizadas tém potencial atividade contra trofozoitos de T.
vaginalis in vitro, com importantes diferengas na atividade associadas com as
diferentes posigdes dos radicais nas moléculas;

b) J1 (3’-aminochalcona) e T4 (4’-hidroxichalcona) apresentam valores de
ICs0 correspondentes a potente atividade contra os trofozoitos;

C) Ambos o0s compostos apresentaram citotoxicidade as células
neoplasicas epiteliais vaginais, mas nao foram téxicos contra o modelo in vivo
de Galleria mellonella;

d) Os compostos nao induziram a producao de EROs nos trofozoitos,
indicando que supostamente ndo afetam as mesmas vias que provocam a
morte do parasito pelos farmacos atualmente utilizados;

e) Os dois compostos apresentaram um provavel efeito adjuvante pelo
aumento da resposta inflamatdria de neutréfilos com aumento da producao de
EROs.






7 PERSPECTIVAS
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Considerando o potencial tricomonicida de chalconas sintetizadas
demonstrado no presente estudo, sugerem-se as seguintes perspectivas:

a) Investigar outros possiveis mecanismos de morte celular, como
possiveis efeitos no metabolismo dos hidrogenossomos;

b) Realizar modificagdes na estrutura das moléculas, com a possibilidade
de adicionar ligantes possam potencializar a atividade antiparasitaria.
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