UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Instituto de Biologia

Programa de Pés-Graduagao em Microbiologia e Parasitologia

Tese

Novas abordagens no tratamento da tricomoniase humana e tricomonose

animal

Marjorie de Giacometi

Pelotas, 2024



Marjorie de Giacometi

Novas abordagens no tratamento da tricomoniase humana e tricomonose

animal

Tese apresentada ao Programa de Pés-
graduagao em Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencido do titulo de

Doutora em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Prof. Dr@. Camila B. Oliveira
Co-orientadora: Profé. Dr2. Sibele Borsuk

Pelotas, 2024



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao da Publicacao

G429n Giacometi, Marjorie de

Novas abordagens no tratamento da tricomoniase humana e
tricomonose animal [recurso eletronico] / Marjorie de Giacometi ; Camila
Belmonte Oliveira, orientadora ; Sibele Borsuk, coorientadora. — Pelotas,
2024.

193f. :il.

Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em Microbiologia e
Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
2024.

1. Trichomonas. 2. Compostos sintéticos. 3. Benzofuroxanos. 4.
Tricomonicidas. 5. Reposicionamento. |. Oliveira, Camila Belmonte, orient.
IIl. Borsuk, Sibele, coorient. Ill. Titulo.

CDD 616.951016

Elaborada por Ubirajara Buddin Cruz CRB: 10/901




Marjorie de Giacometi

Novas abordagens no tratamento da tricomoniase humana e tricomonose animal

Tese aprovada, como requisito parcial para obtengao do grau de Doutor em Ciéncias
Biolégicas, Programa de Po6s-Graduagdo em Microbiologia e Parasitologia, Instituto

de Biologia, Universidade Federal de Pelotas.

Data da defesa: 05 de marco de 2024.

Banca examinadora:

Prof(a). Dra. Camila BelImonte de Oliveira (Orientadora)

Doutor(a) em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal de Santa Maria
Prof(a). Dr. Rodrigo Casquero Cunha

Doutor(a) em Ciéncia Animal pela Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Prof(a). Dra. Leda Castano Barrios Doutora em Ciéncias: Imunologia e Patogenia de

doencas infecciosas e parasitarias pelo Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz

Prof(a). Dra. Nathieli Bianchin Bottari Doutora em Ciéncias Biologicas: Bioquimica

Toxicoldgica pela Universidade Federal de Santa Maria

Dr. Kaué Rodriguez Martins Doutor em Biotecnologia pela Universidade Federal de
Pelotas/ Doutor em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal de Mato grosso

do Sul- Suplente



Aos meus amados pais, cujo amor e incentivo foram

a forca propulsora por tras de cada passo que dei.



Agradecimentos

A Deus e a todas as forcas espirituais que t&m me acompanhado, obrigada por guiar
meus passos e iluminar meu caminho durante esta jornada académica.

A minha mae Dirlei e meu pai Airton, pelo apoio incondicional e obrigada por
investirem tempo, energia e recursos para me encorajar, vocés sdo minha inspiragao,
amo vocés!

A meu marido Eduardo, por sempre acreditar em mim quando eu duvidada de mim
mesmo, obrigada por tudo. Sua constante confianga e apoio tornam cada desafio mais
facil de superar. Te amo!

Aos meus sogros Angela e José Eduardo, pelo acolhimento, afeto e o apoio constante,
sou verdadeiramente grata por ter sogros tao incriveis.

A minha orientadora Camila, por sempre estar disposta a me ajudar, desde a
graduacao, se estou aqui hoje foi porque vocé mostrou 0 mundo magico da pesquisa!
Es o meu exemplo de pesquisadora e professora, meu eterno agradecimento!

A minha equipe de laboratério, Yan, Alexia e Filipe, por sempre estarem dispostos a
tudo, seu comprometimento, dedicagao e colaboragado foram fundamentais para o
nosso sucesso. Sentirei saudades das risadas e dos surtos coletivos!

A UFPel, sou grata ao aprendizado pratico, eventos académicos e a qualidade do
corpo docente foram fundamentais para minha trajetoria

Aos meus animais, meus queridos companheiros de jornada, agradego por cada
ronronar, latido e brincadeira, vocés trouxeram uma luz unica aos meus dias!

A Dona Jussara e o Seu Benedito, agradeco por sempre me ouvirem e por todo
incentivo. Vocés nao sido apenas padrinhos, mas verdadeiros guias e apoios
fundamentais em minha jornada.

A todas as Marias da minha vida, muito obrigada por tudo!



Elementar, meu caro Watson

-Sherlock Holmes



Resumo

GIACOMETI, Marjorie de. Novas abordagens no tratamento da tricomoniase
humana e tricomonose animal. Orientadora: Camila Belmonte Oliveira. 2024. 185 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas) — Instituto de Biologia, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2024.

Trichomonas sp. € um protozoario flagelado que infecta humanos e aves.
Trichomonas vaginalis é a IST (infecgdo sexualmente transmitida) nao viral mais
comum globalmente, com mulheres geralmente manifestando sintomas mais do que
homens, que frequentemente sao assintomaticos e contribuem para a disseminagao
da doencga. Trichomonas gallinae infecta o trato digestivo superior de aves,
especialmente pombos. Os sintomas variam conforme a imunidade e a viruléncia da
cepa. Nitroimidazodis sdo usados para tratamento, mas ha casos de reinfeccdo e
resisténcia parasitaria. Os compostos derivados dos benzofuroxanos (BZX) sao
amplamente empregados na sintese de substancias bioativas. Este estudo busca
investigar a eficacia antiparasitaria e o potencial antioxidante de novos compostos
BZX, bem como sua influéncia na expressdo génica de trofozoitos de T. vaginalis,
tanto in vitro quanto in silico, visando alternativas terapéuticas para tricomonose. Além
disso, neste estudo, foram exploradas estratégias de tratamento, através do
redirecionamento de farmacos antibidticos de duas classes (nitrofuranos e
fluoroquinolonas), em testes in vitro para T. gallinae para avaliar a eficacia. Para
determinar a atividade antiparasitaria em trofozoitos de T. vaginalis foi utilizado
compostos benzofuroxanos denominados: EH1, EH2, EH3 e EA2, testados em varias
concentragdes: 55 a 100 uM (EH1, EH2, EH3 e EA2). Na analise in silico, a interagao
do composto EH3 com as proteinas tipo catepsina (TvCPC) e desidrogenase de T.
vaginalis (TvLDH) foi estudada via ancoragem molecular. Pode-se observar que todos
os compostos foram eficazes in vitro com 95% de inibicdo apds 12 horas de
experimento e 100% em 24 horas, assim como foi possivel observar interagcdes do
composto com as proteinas lactato desidrogenase e catepsina (TvCPC e TvLDH),
sugerindo que a interagdo possa ser um provavel mecanismo de agdo. Para maior

entendimento deste mecanismo entre os compostos BZX e trofozoitos, analises de



peroxidagéo lipidica, ensaio de espécies reativas de oxigénio e potencial antioxidante
foram realizados utilizando concentragdées as 55 uM, 75 uM, 100 uM. Na analise da
expressdo de genes utilizando proteinas importantes para sobrevivéncia do T.
vaginalis, como a hidrogenase, enzima malica, piruvato ferrodoxina-oxido redutase A
e B na concentracado de 55 pM avaliadas em 5 horas de tratamento. Sugere-se que
os compostos causaram danos na membrana dos trofozoitos, possivelmente pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e por conseguinte também
demonstraram potencial antioxidante, principalmente nas maiores concentragdes (100
MM). Houve a modulagao de proteinas sugerindo assim uma possivel interagao entre
os compostos e as proteinas testadas. Nos testes com T. gallinae, a avaliagdo da
atividade antiparasitaria in vitro dos antibioticos a Nitrofurantoina (NT), Norfloxacino
(NOR) e Ciprofloxacina (CP) foram testadas frente ao T. gallinae em diversas
concentragdes: 5 mg/mL a 0.1 mg/mL (CP); 10 mg/mL a 0.25mg/mL (NOR) e 5 mg/mL
a 0.03 mg/mL (NF). A eficacia maxima foi alcangada nas maiores concentragdes em
24 horas, resultando em cerca de 100% de inibicdo dos trofozoitos. Através dos
resultados obtidos, conclui-se que os compostos BZX e antibiéticos mostraram-se
promissores em testes in vitro para T. vaginalis e T. gallinae, mostrando-se

promissores para o tratamento de tricomoniase e tricomonose aviaria.

Palavras-chave: Trichomonas, compostos sintéticos, benzofuroxanos,

tricomonicidas, antibidticos, reposicionamento



Abstract

GIACOMETI, Marjorie de. New Approaches in the Treatment of Human
Trichomoniasis and Animal Trichomonosis. Advisor: Camila Belmonte Oliveira.
2024.185f. Tesis (PhD in Biological Sciences) - Institute of Biology, Federal University
of Pelotas, Pelotas, 2024.

Trichomonas sp. is a flagellated protozoan that infects humans and birds. Trichomonas
vaginalis is the most common non-viral STI (sexually transmitted infection) globally,
with women generally exhibiting symptoms more than men, who are often
asymptomatic and contribute to the spread of the disease. Trichomonas gallinae
infects the upper digestive tract of birds, especially pigeons. Symptoms vary depending
on the immunity and virulence of the strain. Nitroimidazoles are used for treatment, but
there are cases of reinfection and parasite resistance. Compounds derived from
benzofuroxanes (BZX) are widely used in the synthesis of bioactive substances. This
study seeks to investigate the antiparasitic efficacy and antioxidant potential of new
BZX compounds, as well as their influence on the gene expression of T. vaginalis
trophozoites, both in vitro and in silico, aiming at therapeutic alternatives for
trichomoniasis. Furthermore, in this study, treatment strategies were explored, through
the repurposing of antibiotic drugs from two classes (nitrofurans and fluoroquinolones),
inin vitro tests for T. gallinae to evaluate efficacy. To determine the antiparasitic activity
in T. vaginalis trophozoites, benzofuroxane compounds called: EH1, EH2, EH3 and
EA2 were used, tested at various concentrations: 55 to 100 uM (EH1, EH2, EH3 and
EA2). In in silico analysis, the interaction of the compound EH3 with cathepsin-like
proteins (TVCPC) and T. vaginalis dehydrogenase (TvLDH) was studied via molecular
anchoring.It can be observed that all compounds were effective in vitro with 95%
inhibition after 12 hours of experiment and 100% in 24 hours, as well as it was possible
to observe interactions of the compound with the proteins lactate dehydrogenase and
cathepsin (TvCPC and TvLDH), suggesting that the interaction may be a likely
mechanism of action. To better understand this mechanism between BZX compounds
and trophozoites, lipid peroxidation analyses, reactive oxygen species assay and

antioxidant potential were carried out using concentrations of 55 uM, 75 yM, 100 uM.



In the analysis of gene expression using important proteins for the survival of T.
vaginalis, such as hydrogenase, malic enzyme, pyruvate ferrodoxin-oxide reductase A
and B at a concentration of 55 yM evaluated in 5 hours of treatment. It is suggested
that the compounds caused damage to the trophozoite membrane, possibly through
the production of reactive oxygen species (ROS) and therefore also demonstrated
antioxidant potential, especially at higher concentrations (100 uM). There was protein
modulation, thus suggesting a possible interaction between the compounds and the
tested proteins. In tests with T. gallinae, the evaluation of the in vitro antiparasitic
activity of the antibiotics Nitrofurantoin (NT), Norfloxacin (NOR) and Ciprofloxacin (CP)
were tested against T. gallinae at different concentrations: 5 mg/mL to 0.1 mg/ mL
(CP); 10 mg/mL to 0.25mg/mL (NOR) and 5 mg/mL to 0.03 mg/mL (NF). Maximum
efficacy was achieved at the highest concentrations within 24 hours, resulting in
approximately 100% inhibition of trophozoites. Through the results obtained, it is
concluded that the BZX compounds and antibiotics showed promise in in vitro tests for
T. vaginalis and T. gallinae, showing promise for the treatment of trichomoniasis and

avian trichomoniasis.

Keywords: Trichomonas, synthetic compounds, benzofuroxanes, trichomonicides,
antibiotics, repositioning
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1 Introdugao

As tricomoniases em geral apresentam uma distribuigdo cosmopolita, podendo ser
encontrada em diversos paises. Enquanto o Trichomonas vaginalis infecta o trato
urogenital de seres humanos e é considerada pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) uma infecgado sexualmente transmissivel (IST), o Trichomonas gallinae € o
agente da tricomoniase aviaria, afetando principalmente o trato digestivo superior das
aves (Forrester; Foster, 2009), sendo seus principais hospedeiros a ordem
Columbiformes e Falconiformes (Sansano-Maestre et al., 2009).

A infeccdo por T. vaginalis acomete principalmente as células escamosas do trato
genital, expressa uma grande variabilidade de manifestagcdes patoldgicas, desde
casos assintomaticos até vaginite severa. Em homens, a maioria dos casos s&o
assintomatico, entretanto dentre os sintomas descritos destacam-se: secre¢ao genital,
desconforto ao urinar, prurido, lesdo na regiao genital e sensac¢ao de desconforto ou
ardor apos atividade sexual. Embora complicagbes sejam pouco frequentes, elas
podem envolver problemas como epididimite, infertilidade e prostatite (Petrin et al.,
1998; Lehker; Alderete, 2000; Barrio et al., 2002).

As manifestagdes clinicas causadas pelo T. gallinae variam de subclinicas, até
inflamacao grave com necrose de multiplos tecidos resultando na mortalidade desses
animais por falta de alimento, insuficiéncia respiratoria e sepse (Niedringhaus et al.,
2019).

Dentre os farmacos mais utilizados para tratamento das tricomoniases, o
metronidazol (MTZ) & recomendado pela FDA (Food drug administration). Entretanto
ja sao descritos isolados resistentes de ambas as espécies (Petrin et al., 1998; Sobel
et al., 2001). Além disso, por mais que seja um farmaco bem tolerado, o MTZ pode
causar neurotoxicidade quando utilizado em altas doses, pois a uniao do MTZ e seus
metabdlitos ao RNA (acido ribonucleico) provoca a inibicdo da sintese de proteinas e
degeneragao axonal das fibras nervosas. Quanto aos efeitos genotdxicos, observou-

se que o Metronidazol pode causar um incremento nas anomalias cromossémicas,



bem como rupturas cromatidicas e isocromaticas em células de individuos submetidos
a doses terapéuticas deste medicamento (Ceruelos et al., 2019).

Os compostos derivados de benzofuroxanos (BZX) s&o heterociclos que possuem
diversas atividades biolégicas relevantes (BARREIRO, 1991; MELO, et al., 2006;
DEWANGAN, et al., 2010). BZX N-Oxidos geram espécies reativas de oxigénio
(EROs) ou nitrogénio (ERNSs) e esses contribuem para desestabilizagdo da membrana
celular dos protozoarios, pois quanto maior a quantidade de radical livre produzido,
maior sera o dano causado pelo estresse oxidativo no parasito.

Os antibidticos sdo farmacos indispensaveis, sem eles provavelmente tanto a
saude publica como a veterinaria estariam comprometidas e assim a expectativa de
vida de seres humanos e animais seria reduzida (Brito e Cordeiro 2012). As
fluoroquinolonas (ciprofloxacina e norfloxacino) sdo medicamentos antimicrobianos
derivados do acido nalidixico. Elas s&o classificadas como quinolonas de segunda
geragao devido a presencga, em sua estrutura quimica, da combinagdo de um atomo
de fluor e um grupo piperazinil. Essa combinagao é responsavel pelo amplo espectro
de acao desses medicamentos contra diversos agentes biolégicos (Silva; Hollenbach,
2010). Assim como a Nitrofurantoina, um antibidtico da classe dos nitrofuranos, que
demonstra amplo espectro de acao, especialmente em infecgdes do trato urinario nao
complicadas. Sua estrutura quimica combina um furano com um grupo nitro, além de
apresentar um substituto contendo hidantoina. Essas caracteristicas conferem a esta
uma baixa resisténcia, uma vez que sua concentragcdo sérica ndo afeta a flora
intestinal (Squadrito e Del Portal, 2023).

O desenvolvimento continuo de novos farmacos desempenha um papel
necessario na melhoria da saude humana e animal, com intuito de buscar novas
alternativas de tratamento para a tricomoniase, o objetivo principal desse trabalho é
avaliar a atividade antiparasitaria in vitro de compostos inéditos derivados BZX em

trofozoitos de T. vaginalis e de antibidticos comercialmente disponiveis em T. gallinae.



1.1

1.1.1

Objetivos

Objetivo geral

Avaliar a eficacia in vitro dos compostos derivados de benzofuroxanos N-6xido em T.

vaginalis e a atividade antiparasitaria dos antibiéticos fluoroquinolonas e nitrofuranos

em T. gallinae.

1.1.2

Objetivos especificos

Avaliar a eficacia de diferentes concentragdes dos compostos derivados de
benzofuroxanos N-Oxidos através da quantificacdo dos parasitos vivos e
mortos, no teste in vitro de T. vaginalis;

Determinar a concentracéo letal de 50% (ICs0) e a concentragdo inibitoria
minima e a curva de mortalidade in vitro das concentracbes testadas nos
bioensaios de T. vaginalis;

Avaliar a citotoxicidade dos derivados benzofuroxanos das concentracdes
testadas em células VERO;

Avaliar in silico se ha ligagdes entre os compostos e proteinas especificas do
T. vaginalis

Avaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) das concentragdes
testadas nos bioensaios de T. vaginalis;

Analisar a atividade antioxidante, através dos ensaios de FRAP, ABTS e DPPH
das concentracdes testadas nos bioensaios de T. vaginalis;

Avaliar a peroxidacgéo lipidica através do TBARS das concentracdes testadas
nos bioensaios de T. vaginalis;

Avaliar a expressao de proteinas especificas (PFUR A e B, enzima malica e
hidrogenase) do T. vaginalis apos tratamento com concentragdes utilizadas nos
bioensaios;

Avaliar a eficacia de diferentes concentragdes dos antibidticos Norfloxacino,
ciprofloxacina e nitrofurantoina através da quantificagao dos parasitos vivos e

mortos, no teste in vitro em isolados de T. gallinae;



e Determinar a concentracédo letal de 50% (ICs0) e a concentracao inibitéria
minima e a curva de mortalidade in vitro das concentracbes testadas nos

bioensaios de T. gallinae.



2 Revisao bibliografica

2.1 Caracteristicas morfolégicas e taxonémicas

O género Trichomonas pertence ao reino Protista, filo Parabasalia subfilo
Sarcomastigophora, a classe Trichomonadea da ordem Trichomonadida, familia
Trichomonadidae (Neves, 2016; Monteiro, 2017). Sdo parasitos extracelulares e se
localizam em diferentes tecidos do corpo de animais e seres humanos. A espécie
Trichomonas vaginalis afeta o trato urogenital tanto de homens quanto de mulheres,
enquanto a espécie Trichomonas gallinae é a responsavel pela tricomonose aviaria,
afetando o trato digestivo superior de diversas espécies de aves (Barratt ef al., 2016).

Trichomonas sp. exibe dimensdes variando de 10 a 30 um de comprimento por
5a 12 ym de largura (Rey, 2002). Durante a fase aguda da inflamag¢ao ou em cultivos
axénicos, observa-se que os tricomonas geralmente apresentam tamanhos reduzidos.
Sé&o protozoarios flagelados e caracterizados pela presenga de um corpo parabasal
onde ha a presenca de flagelos e uma membrana ondulante responsaveis pela
movimentagao do parasito Apresenta como caracteristicas a reproducédo assexuada,
auséncia de mitocondrias e peroxissomos, presenca de hidrogenossomos, organelas
responsaveis pela producéo de hidrogénio e energia (Figura 1) (Kulda; 1999, Neves;
2016).

Em situacdes de alta taxa de multiplicacéo, é possivel identificar quantidades
significativas do parasito, sendo que nestas circunstancias protozoarios binucleados
e polinucleados podem ser encontrados (Fernandez; 1986). Esse protozoario, assume
uma forma tipicamente piriforme, elipsdide ou oval. Além disso, estudos relatam que
os trofozoitos sofrem uma reorganizagao do seu citoesqueleto,resultando na forma
amebdide durante a fase de ligagao as células do hospedeiro (Mercer; Johnson,
2018). Notavelmente, os flagelados que se desenvolvem em meio de cultura tendem
a exibir uma uniformidade maior em comparacdo com aqueles presentes em
secregdes vaginais (De Carli, 2007).

Condigdes fisico-quimicas como pH, temperatura, forga i6nica e tensdo de
oxigénio afetam a aparéncia dos organismos que s apresentam a forma trofozoita
(Petrin et al., 1998; De Carli, 2000; Feittosa; Consolaro, 2005). Em circunstancias de
crescimento desfavoraveis, o Trichomonas sp. pode assumir uma forma arredondada

e retrair os flagelos, e assim denomina-se pseudocistos ou formas endoflagelares,



essas ocorréncias tém sido frequentemente observadas nestes parasitos (Pereira-
Neves et al., 2011; Pereira-Neves et al., 2012; Ribeiro et al., 2015; Castro et al., 2016).
O conceito de pseudocisto € empregado para descrever uma forma arredondada, sem
motilidade, na qual todos os flagelos estao internalizados. No inicio do século XX,
houve controvérsias na classificacdo dessas formas "aflageladas". Algumas
interpretacdes as consideravam artefatos, enquanto outras ndo as reconheciam como
uma forma valida dos tricomonadideos; algumas ainda as descreviam como
espécimes em degeneragao (Pereira; Almeida 1940; Pereira-Neves et al., 2012).
Atualmente, o termo "formas endoflagelares"”, é aceitavel, uma vez que seus flagelos
permanecem dentro da célula, e essa estrutura € ativa, exercendo um papel
importante no ciclo de vida do protozoario (Pereira-Neves et al., 2012). Sabe-se que
em algumas espécies de Trichomonas spp., como Tritrichomonas foetus que acomete
ruminantes, estas formas endoflagelares, foram encontradas aderidas ao epitélio
vaginal em maior quantidade do que trofozoitos, sugerindo seu envolvimento na
infeccéo das células do hospedeiro final (Mariante; Lopes; Benchimol, 2004; Forrester;
Foster, 2009). Em cultivos axénicos mantidos por periodos prolongados, os
trofozoitos tendem a diminuir caracteristicas intrinsecas como adesédo as células
epiteliais, citotoxicidade, fagocitose e diversas transformag¢des morfolégicas (Cuervo
et al., 2008).

Como € um organismo anaerobico facultativo, Trichomonas sp. se desenvolve
eficientemente na auséncia de oxigénio, em um intervalo de pH entre 50 e 7,5, e a
uma temperatura variando de 20 °C a 40 °C. Sua fonte de energia compreende
glicose, maltose e galactose, sendo capaz ainda de armazenar glicogénio como
reserva energética (De Carli, 2000). Sua relevancia no ambiente vaginal é
significativa, uma vez que é frequentemente afetado por alteragées no pH, flutuagdes
hormonais, disponibilidade de nutrientes e at¢é mesmo o ciclo menstrual. Os
carboidratos desempenham um papel fundamental como fonte principal de nutrientes,
e em situagdes de limitagao, a utilizagdo de aminoacidos essenciais, como arginina,
treonina e leucina, torna-se vital para o consumo. A reprodugao ocorre por fissao
binaria longitudinal a cada 4 a 6 horas, e a divisdo nuclear segue o tipo

criptopleuromitotico (Maciel et al., 2004; Meites; Workowski, 2018).

Figura 1- Morfologia do trofozoito de Trichomonas sp.
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Fonte: adaptado de Brunzel, 1994, p. 159

2.2 Trichomonas vaginalis

2.2.1 Histéria

Em 1836, o médico francés Alfred Donné descreveu pela primeira vez
Trichomonas vaginalis, onde isolou o protozoario a partir da secrec¢ao vaginal de uma
mulher com vaginite (Schmidt, 1996). Em 1837 a caracteristicas microscopicas do
protozoario foram publicadas (Campbell, 2001). Anos ap6s foi obeservado a presenca
do parasito em um homem com uretrite (De Carli; Tasca, 2005; Rojas et al., 2004).
Hoehne em 1916, comprovou que esse parasito era o patégeno responsavel de uma
infeccdo vaginal especifica (Machado et al., 2005). Atualmente é considerada uma
infeccao sexualmente transmitida (IST‘s) nao viral de maior prevaléncia mundial. De
acordo com Organizagao mundial da Saude (WHO) estima-se 110 milhdes de casos
em todo mundo (Rowley et al., 2019). Em 2008, estimou-se que 187 milhdes de
pessoas estavam infectadas, com incidéncia de aproximadamente 276,4 milhdes de
novos casos (WHO, 2012; Feittosa; Consolaro, 2005).

2.2.2 Epidemiologia

A espécie T. vaginalis € cosmopolita, pode ser encontrada em diversos paises
e culturas, infecta todas as etnias e camadas sociais. Ha uma estimativa mundial de

276,4 milhdes de casos de tricomoniase. A prevaléncia dessa infeccao apresenta



variagdes significativas em distintas regides, conforme apontado pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS). A OMS indicou que as taxas mais elevadas de prevaléncia
da tricomoniase em mulheres foram registradas predominantemente na regi&do
africana (11,7%), seguida pelas regides das Américas (7,7%), Pacifico Ocidental
(5,6%), Mediterraneo Oriental (4,7%), Sudeste Asiatico (2,5%) e, por ultimo, na regiao
europeia (1,6%). No mesmo ano, a OMS calculou que a prevaléncia global de
tricomoniase era de 5,3% entre as mulheres e de 0,6% entre os homens (Rowley, et
al., 2019).

Nas Américas a infecgdo no sexo feminino demonstrou uma prevaléncia de
22% e incidéncia de 177,7% a cada 1000 mulheres (WHO, 2012). Em homens a
doenca pode ser autolimitada, devido a eliminagdo mecanica do T. vaginalis durante
a micgao ou secregdes prostaticas, consequentemente apresenta uma prevaléncia
menor quando comparado com mulheres (Maciel, Tasca; De Carli, 2004). A presenca
de zinco (Zn) no liquido prostatico também € considerada como uma possivel
explicagdo para a menor prevaléncia da infecgdo em homens. Isso se deve ao fato de
que ja foi documentado que este elemento possui efeito inibitdrio sobre o crescimento
dos trofozoitos em condigdes in vitro (Krieger; Rein, 1982; Figueroa-Angulo, et al.,
2012).

No Brasil as taxas de prevaléncia variam entre 3,7% a 30%, isso é devido a
fatores como condi¢cbes socioeconémicas e situagbes de vulnerabilidade (Hobbs;
Sefa, 2013, De Waaij et al., 2017, Gatti et al., 2017). Estudos realizados em unidades
basicas de saude nas regides do Nordeste e Norte, conforme mencionado por Rocha
etal. (2014), Lira et al. (2017), Lima et al. (2019) e Belfort et al. (2021), evidenciaram
0os maiores indices de casos positivos de tricomoniase variando de 12% a 19%. Na
regido sul do Brasil, os indices de tricomoniase variam entre 1,5% a 9% (Bruni et al.,
2015; Ambrozio et al., 2016; Mosca et al., 2016; Tabile et al., 2016; Santos 2017,
Michelatti et al., 2021). O ultimo relatério do Ministério da Saude faz referéncia a uma
frequéncia que oscila entre 10% e 35%, dependendo da amostra estudada e da
abordagem diagndstica (Brasil, 2015).

Dentre a faixa etaria das pacientes acometidas, sdo de mulheres entre 15 a 49
anos. Isso pode ser explicado pelo fato de que esse grupo etario engloba a fase
reprodutiva, e as mulheres tendem a ser mais ativas sexualmente além de diversos
fatores de risco (Maciel; Tasca; De Carli, 2004; Bruni et al., 2015). Em mulheres

examinadas, observa-se uma prevaléncia de T. vaginalis entre 20% e 40%, tanto no



cenario global quanto no Brasil. Destaca-se que cerca de 70% dessas mulheres
apresentam corrimento vaginal (Petrin et al., 1998). Casos assintomaticos também
apresentam consideravel prevaléncia, podendo chegar até 50% (Riley; Roberts;
Takayama, 1992). Uma pesquisa realizada nos Estados Unidos, avaliando a
prevaléncia da infeccdo assintomatica em mulheres sexualmente ativas, observou-se
a presencga da infecgao de 2 a 3 milhdes de mulheres por ano (Sutton et al., 2007).

A infecgao associada ao T. vaginalis esta vinculada a fatores de risco, como o
numero de parceiros sexuais e a idade avancada. Diante disso, € fundamental
promover a utilizacdo de preservativos, realizar diagndstico precoce e aplicar
tratamento adequado, sendo medidas que devem ser enfatizadas durante consultas
ginecologicas (Verteramo et al., 2008). A prevaléncia € maior em grupos de niveis
socioecondmicos baixos, assim como, nivel educacional e higiene pessoal, os quais
influenciam na incidéncia da infecgdo (Maciel; Tasca; De Carli, 2004).

A infecgao por T. vaginalis geralmente esta correlacionada com outras ISTs e
manifesta-se predominantemente em popula¢des consideradas de risco, como
profissionais do sexo, usuarios de substancias entorpecentes e portadores do Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV), principalmente entre as mulheres (Alves et al.,
2011).

Aproximadamnete 6,2% de infecgdes causadas pelo HIV s&o relacionadas ao
T. Vaginalis (Chesson; Blandford; Pinkerton, 2004 ), sendo considerado um co-fator na
intensificacdo da transmissdo e aquisicdo do HIV. Segundo Van Der Pol e
colaboradores (2008), a tricomoniase € caracterizada como uma condi¢do de
bidirecionalidade. Isso implica ndo apenas em aumentar a transmissao do HIV, mas
também em tornar um individuo mais propenso a infeccao por T. vaginalis,
especialmente quando ja acometido pelo HIV.

A falta de programas voltados para a prevengao, controle e monitoramento da
tricomoniase, somada ao fato de que, em varios paises, incluindo o Brasil, a
notificagdo da doenca nao é obrigatéria, resulta em uma subnotificagdo dos casos e
na complexidade de estabelecer um cenario real nos niveis regional, estadual e
nacional. A compreensao sobre o cenario epidemiolégico da tricomoniase no Brasil
reflete essa negligéncia, pois os dados de incidéncia e prevaléncia s&o limitados e
dificilmente podem ser obtidos diretamente do Ministério da Saude (ou de seus 6rgaos

regionais) (Soliman; Dalzochio, 2023).



2.2.3 Transmissao e Mecanismo de Patogénese

A tricomoniase é transmitida durante do coito (Figura 2) e varios fatores como,
idade, atividade sexual, quantidade de parceiros sexuais, doengas cronicas, presenca
de outras ISTs, ciclo menstrual, gestacéo e condigdo socioecondmica influenciam na
incidéncia da doenca. Pelo fato de ser transmitida sexualmente, o protozoario pode
sobreviver por mais de uma semana no prepucio de um homem saudavel que teve
relagdo sexual com um parceiro (a) infectado, tornando-se assim um vetor da doenca
(De Carli; Tasca, 2008; Rowley, et al., 2019).

Outras formas de infec¢do sao relatas, como por exemplo, neonatos que adquirem
a infecgao verticalmente. Em recém-nascidos do sexo feminino a infecgao ocorre
devido a influéncia dos estrogénios maternos sobre o epitélio escamoso da vagina da
recém-nascida, favorecendo a colonizagao pelo parasito. Contudo, uma vez que esse
efeito hormonal se dissipa, aproximadamente algumas semanas apds a exposigéo, o
trato genital adquire resisténcia a acdo do T. vaginalis, possibilitando a eliminagao
espontanea do parasito, tornando a infecgcdo autolimitada nessas situagdes (Maciel,
Tasca; De Carli, 2004).

Durante a infancia é raro desenvolver os sintomas de tricomoniase, devido a acidez
vaginal que impossibilita a sobrevivéncia do parasito (De Carli; Tasca, 2008; Peters et
al., 2021). De acordo com Rey (2009), na adolescéncia ocorrem varias oscilagbes
fisiolodgicas das quais permitem o desenvolvimento do protozoario. Em torno de 80%
de adolescentes sem atividade sexual ativa, apresentam-se infectados, quando as
maes sao positivas, sugerindo uma transmissao nao-sexual por fémites ou agua.
Crucitti et al. (2011), ao identificarem a presenca de T. vaginalis em adolescentes sem
atividade sexual ativa na Africa, observaram que o protozoario pode manter-se viavel
por mais de trés horas fora do organismo humano, especialmente em ambientes
umidos. Machado e colaboradores (2005), relatam que o protozoario pode sobreviver
em até dois dias na urina, varias horas em secregbes genitais, instrumentos

ginecologicos e roupas intimas.

Figura 2- Ciclo biolégico do Trichomonas vaginalis



Transmissda por relacdo sexual

Tricharmanas vaginalis

o Trofo

instalam nas
mucosas vaginal
e da uretra peniana

Colonizagio das
divisdo binaria regibes vagina
& uretra peni

Fonte: Adaptado CDC, 2017

A interacdo entre o hospedeiro e T. vaginalis é complexa envolvendo diversos
fatores, incluindo a superficie celular do protozoario, células epiteliais do hospedeiro
e outros componentes presentes nas secregdes vaginais e uretrais. Acredita-se, que
mais de um mecanismo patogénico esta envolvido no estabelecimento da infeccéao, e
que tais processos abrangem tanto mecanismos dependentes do contato quanto
independentes do contato (Figueroa-Angulo, et al., 2012; Hernandez et al., 2014;
Menezes et al., 2016).

A camada mucosa, considerada a primeira linha de interacédo entre o parasito e o
hospedeiro, é composta principalmente por mucinas, formando uma barreira fisica. T.
vaginalis sendo capaz de se ligar a essas proteinas e, por meio da agdo de mucinases
promover a degradagao delas, resultando em danos fisicos ao tecido e facilitando
assim o acesso as camadas mais profundas do epitélio (Hernandez et al., 2014; Kalia
et al., 2020).

O aumento do pH vaginal propicia a instalagdo do protozoario, visto que o pH
normal varia de 3,5 a 4,5, e T. vaginalis se desenvolve em pHs superiores a 5. Outro
fator relevante é a relagdo entre o protozoario com a microbiota do hospedeiro,

composta por bactérias anaerdbias como Gardnerella spp., Atopobium spp. e



Prevotella spp., além de Lactobacillus spp. (Mercer; Johnson, 2018; Aquino et al.,
2020). Lactobacillus acidophilus € uma bactéria apatogénica produtora de acido latico
e responsavel por manter a acidez vaginal, evitando assim o crescimento de bactérias
patogénicas. Em casos de tricomoniase ha uma redugdo na populagdo de L.
acidophilus e consequentemente proliferagcdo de bactérias anaerébicas patogénicas
(Petrin et al., 1998; Lopez et al., 2000).

Para que T. vaginalis torne-se patogénico ao hospedeiro, primeiramente é
necessario aderéncias nas células epiteliais, juntamente com outros fatores de
viruléncia como: adesinas, cisteina-proteinase integrinas, cell-detaching factor (CDF)
e glicosidases (Lépez et al., 2000). Algumas adesinas relacionadas a citoaderéncia
foram identificadas, como: AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23 (Arroyo et al., 1992;
Moreno-Brito et al.,2005; Figueroa-Angulo, et al., 2012). Quatro dessas proteinas,
sdo enzimas metabdlicas: piruvato:ferredoxina oxidoredutase (AP120), enzima malica
(AP65) e subunidades a e B da succinil-CoA sintetase, (AP51 e AP33,
respectivamente) e sdo suspeitas de possuirem dupla localizagdo dentro T. vaginalis,
tanto nos hidrogenossomos quanto na superficie do parasito. A adesina AP23 ainda
nao foi identificada, podendo assim, corresponder a outra enzima metabdlica, como a
trifosfato isomerase (Figueroa-Angulo, et al., 2012).

As adesinas sao proteinas multifuncionais que desempenham diversas funcoes,
dependendo de sua localizagao, regulada pela presencga de ferro. Elas atuam como
enzimas metabdlicas nos hidrogenossomos e no citoplasma, além de exercerem a
funcdo de adesinas na superficie do parasita. Além do mais, essas adesinas estao
envolvidas nos processos de mimetismo molecular, que desempenham um papel na
evaséo do sistema imunoldgico, além de atuarem como receptores para hemoglobina
e heme (Lehker; Alderete, 2000; Alderete, et al., 2001; Figueroa-Angulo, et al., 2012;
Dos Santos et al., 2017). Apds o contato com as células epiteliais do trato genital, os
trofozoitos aumentam a producido de adesinas e passam de forma elipsdide para
ameboide, modificando sua morfologia. Quando a concentragéo de ferro € baixa o
protozoario € incapaz de sintetizar novas adesinas, e para fixagcdo e entao, utiliza
adesinas ja existentes (Kucknoor; Mundodi; Alderete, 2005).

A tricomoniase é uma doenga multifatorial e por esse motivo varias moléculas estao
relacionadas a sua patogénese. O ferro, por exemplo, modula o funcionamento das
proteinases (Lopez et al., 2000). As cisteinas proteases presentes na superficie do

parasito, como TvCP30 e TvCP62, o lipofosfoglicano de superficie (TVLPG) e diversos



receptores da matriz extracelular desempenham um papel importante na citoadesao
tricomonal (Mendoza- Lopez et.al, 2000; Hernandez, et al., 2004; Bastida-Corcuera et
al., 2005; Figueroa-Angulo, et al., 2012). E possivel encontrar TvCP30, nas secrecdes
vaginais de pacientes com tricomoniase, além de estar envolvido na citoadesao e
permanece ativo nas condigdes de pH e temperatura presentes na vagina durante a
infeccdo. A cisteina protease tém a capacidade de degradar proteinas do ambiente
vaginal, como colageno |V, fibronectina e hemoglobina.

A glicoproteina conhecida como fator de desprendimento celular (CDF, do
inglés, cell-detaching factor), liberada pelo protozoario, demonstra certa citotoxicidade
em culturas celulares. Essa citotoxicidade esta associada a gravidade dos sintomas
de vaginite, pois a produgao de fatores citoliticos ocasiona danos celulares no tecido
do hospedeiro. Além da CDF, outros fatores citoliticos como: fator produzido por T.
vaginalis (TvF) e as proteinas citotoxicas e hemoliticas, CP39 e CP65, também sé&o
responsaveis pela producao e secre¢cao de moléculas citotoxicas (Petrin et al., 1998;
Hernandez et al., 2014; Menezes; Tasca, 2016). A capacidade hemolitica de T.
vaginalis, ao realizar a lise dos eritrécitos, desempenha um papel importante na
obtencgao de lactoferrina, lipidios e proteinas ricas em ferro, nutrientes essenciais para
o protozoario. A hemdlise mediada pelo protozoario contribui significativamente para
a sua nutricdo (Hernandez et al., 2014; Menezes; Tasca, 2016).

Outro mecanismo de evadir o sistema imunolégico esta relacionado com o sistema
complemento, pois no periodo menstrual, este, é citotdxico e leva a uma redugao no
numero de protozoarios, porém a infeccao permanece pois as cisteina proteases sao
capazes de degradar a por¢cdo C3 complemento presente na superficie do
microrganismo (Alderete et al., 1995).

No contexto dos mecanismos de resisténcia do hospedeiro, foram documentados
mecanismos especificos e nao especificos da resposta imune inata, além de
mecanismos da resposta imune adaptativa envolvendo anticorpos, e processos nao
imunolégicos. Os niveis de ferro, zinco e poliaminas, podem estar relacionados aos
mecanismos de defesa, uma vez que, regulam diretamente os genes dos fatores de

viruléncia de T. vaginalis (Schwebke; Burgess, 2004; Figueroa-Angulo, et al., 2012).

2.2.4 Manifestagoes clinicas

Trichomonas vaginalis acomete principalmente as células escamosas do trato

genital, expressando uma grande variabilidade de manifestagdes patoldgicas, desde



casos assintomaticos até severa vaginite. A tricomoniase seja uma infeccéo
predominantemente assintomatica, em torno de 85% das mulheres apresentam-se
assintomaticas com pH (3,8 a 4,2) e flora vaginal normais. Um terco dessas pacientes
se tornam sintomaticas dentro de seis meses. Raramente a doenga se manifesta
antes do periodo menstrual ou apdés a menopausa. Casos assintomaticos podem
impactar significativamente a transmissao e a reincidéncia da tricomoniase, uma vez
que, na auséncia de sintomas, esses individuos podem nao buscar tratamento (Petrin
et al., 1998; Barrio et al., 2002; Maciel; Tasca; De Carli, 2004; Meites; Workowski,
2018).

Em casos sintomaticos, estes envolvem secrecéo uretral e disuria. (Maciel; Tasca;
De Carli, 2004). Nas mulheres, as areas frequentemente afetadas incluem a vagina,
uretra e endoceérvice. A secregao ocorre em mulheres com vaginite aguda causada
pelo T. vaginalis, isso € devido a infiltragdo de leucdcitos. A consisténcia desse
corrimento varia de fino e escasso a espesso e abundante. Comumente apresenta-se
como corrimento amarelado, abundante, espumoso, mucopurulento com odor
anormal e prurido vulvar. Ha presencga de edema e eritema na vagina e na cérvice
com aparecimento do colpitis macularis ou cérvice com aspecto de morango (Figura
3) que sao erosdes e pontos hemorragicos na parede cervical. Por mais que essa
aparéncia seja patognomonica para tricomoniase, é observada em somente 2% a 5%
das mulheres. Entretanto, ao realizar colposcopia, essa porcentagem alcance quase
a 50% (Maciel; Tasca; De Carli, 2004).

A presenga de dores abdominais em mulheres infectadas pode indicar uma
possivel infec¢ao no trato urogenital superior (Wolner-Hanssen, et al., 1989; Lehker;
Alderete, 2000; Kissinger, 2015). A infertilidade também pode ser a causa de
infecgbes por T. vaginalis, uma vez que a estrutura tubaria € destruida, impedindo a
passagem de espermatozoide ou Ovulos na tuba uterina. Mulheres com repetidas
infeccdes sdo mais predispostas a infertilidade (Grostein; Goldman; Cramer, 1993).
Complicagbes adicionais abrangem infecgdes no endométrio e nas glandulas de
Skene e Bartholin (Kissinger, 2015).

Conforme a gravidade da infec¢cdo, observa-se a ocorréncia de casos
citopatoldgicos relacionados a displasia/metaplasia, sendo que 39% das mulheres
com resultado positivo apresentaram neoplasia intraepitelial cervical (Gram et al.,
1992; Kharsany et al., 1993). Acredita-se que este protozoario € capaz de atuar como

vetor de outros patdégenos, como micoplasmas e Neisseria gonorrhoeae, 0s quais sao



fagocitados pelo parasito. Fragmentos do RNA viral ja foram encontrados em
linhagens do protozoario (Cotch et al., 1997; Maciel; Tasca; De Carli, 2004). Nas
mulheres sintomaticas, os sintomas apresentam um padrao ciclico, tornando-se mais
intensos proximo ao periodo menstrual. Este fendbmeno esta relacionado aos efeitos
do ferro sobre o metabolismo e a patogénese do parasito. Entre esses efeitos,
destacam-se a regulacdo da sintese de cisteinas proteases e moléculas de
citoaderéncia, além da modulagdo da expressao de outros fatores de viruléncia
(Hernandez et al., 2014; Menezes et al., 2016).

Figura 3- Cérvice com aspecto de morango ou colpitis macularis

Fonte: Jaladi; Salih, 2022 p.1

Nos homens, a tricomoniase é conhecida por ser autolimitante e se caracteriza
de forma assintomatica; sintomatica aguda, onde a uretrite é purulenta abundante e
assintomatica leve, da qual € indistinguivel clinicamente de outras causas de uretrites
(Petrin et al., 1998; Van Gerwen; Muzny, 2019; Van Gerwen et al., 2021). O zinco
pode estar relacionado na manifestagdo dos sinais clinicos, ja que é tdxico para o
parasito e muitos homens apresentam quantidades consideraveis desse elemento no

liquido prostatico (Lopes et al., 2000). Em casos sintomaticos: corrimento escasso,



disuria, prurido, ulceragcdo peniana, sensac¢ao de queimacao apos o ato sexual. As
complicacdes sao raras e se manifestam como epididimite, prostatite e infertilidade
(Petrin et al., 1998; Bowden; Garnett, 1999; Kissinger, 2015).

A tricomoniase representa uma séria questdo de saude publica, um dos
elementos que contribui para piorar IST € o0 seu papel como coadjuvante ou facilitador
no surgimento de outras doengas e/ou complicagdes e sequelas. A infecgdo esta
associada a ocorréncia de parto prematuro e baixo peso ao nascer. Além disso, esta
ligada a um aumento de 4,7 vezes no risco de desenvolvimento de doenca inflamatoria
pélvica (Hosny et al., 2017; Poole; Mcclelland, 2013; Mann et al., 2010; Silver et al.,
2014).

As pessoas infectadas com T. vaginalis apresentam um maior risco de contrair
o HIV. Além disso, algumas pesquisas sugeriram que a coinfec¢do por T. vaginalis e
HIV intensifica a propagacao genital do virus (Masha et al., 2019). De acordo com
Miller et al. (2008) mais da metade das mulheres portadoras do HIV podem estar
igualmente contaminadas com o protozoario. Esta maior propensao é biologicamente
justificada por trés razdes: a resposta inflamatéria a infecgéo por T. vaginalis leva ao
aumento da presenca de células vulneraveis ao HIV; a infec¢ao por T. vaginalis pode
comprometer a barreira mecéanica ao HIV por meio de pequenas hemorragias na
mucosas; e a infecgao por T. vaginalis pode modificar a flora vaginal normal, tornando-
a mais receptiva a vaginose bacteriana, o que, consequentemente, pode elevar o risco
de adquirir o HIV (Guenthner; Secor; Dezzutti, 2005; Moodley; Connolly; Sturm, 2002;
Van De Wijgert, et al., 2009; Kissinger, 2015). Assim como ocorre nos homens HIV+,
os dados indicam incidéncias mais baixas de tricomoniase em comparagao com as
mulheres HIV positivo (HUGHES et al., 2012; MUZNY et al., 2016). No entanto, é
essencial destacar que a escassez de dados n&o diminui a relevancia da tricomoniase

e a necessidade de atencdo a essa infecgdo sexualmente transmissivel (IST).
2.2.5 Diagnéstico

Para o diagnostico definitivo da tricomoniase, somente o diagnostico clinico n&o
é suficiente. Nos casos de infecgdo por T. vaginalis, apenas 5% das mulheres
apresentam os sinais classicos de colpitis macularis e 20% manifestam corrimento
espumoso e pode haver dificuldade no diagndstico diferencial com outras ISTs.

Entretanto, informacées como, histérico, anamnese, exame fisico, presenca dos



sintomas, s&o importantes para investigagado da doencga (Petrin et al., 1998, Maciel,
Tasca; De Carli, 2004; Silvia, 2017).

Na ultima década, houve avangos na precisdo do diagnostico da tricomoniase,
com o surgimento de mais opgoes de testes. A microscopia direta em meio umido, é
uma alternativa bastante utilizada para diagnosticar a tricomoniase. Esse método é
acessivel, com tecnologia simples e pode ser realizado no ponto de atendimento,
entretanto, € menos sensivel, especialmente em homens. A sensibilidade varia entre
50% e 70%, dependendo da habilidade do examinador, e a leitura deve ocorrer até 10
minutos apods a coleta (Kingston; Bansal; Carlin, 2003; Kissinger, 2015).

O método de cultivo, apresenta uma sensibilidade maior que o exame direto
em meio umido, onde 300 a 500 tricomonas/ml sdo inoculadas em células e para dar
inicio ao crescimento. A identificacdo dos trofozoitos demanda um periodo de trés a
sete dias, durante os quais o paciente pode permanecer transmitindo a doenga. O
meio de cultura Diamond, 1957 (TYM) (Heine et al.,1997) é o mais utilizado e capaz
de identificar 95% das infecgdes apresentando uma sensibilidade de 85% a 95% e
especificidade de 95% (De Carli; Tasca, 2005). Embora a cultura apresente uma
sensibilidade superior ao exame direto em meio umido, seu custo elevado, a demora
no resultado e a baixa sensibilidade em homens sédo desafios evidentes.

A limitac&o de sensibilidade da cultura foi evidenciada em estudos longitudinais
sobre o tratamento da tricomoniase. Uma pesquisa envolvendo mulheres
soropositivas para o HIV e mulheres soronegativas para o HIV indicaram que, mesmo
apos o tratamento com uma unica dose de metronidazol, a presenca do T. vaginalis
nao foi detectada por meses através da cultura. Posteriormente, a infecgéo ressurgiu
na auséncia de relatos de exposi¢céo sexual (Peterman et al., 2009; Gatski et al., 2010;
Kissinger, 2015).

O exame de colo uterino apresenta uma baixa sensibilidade (61%) quando
comparado a cultura de trofozoitos (Schee et al., 1999; Swygard et al., 2004; Kissinger
et al., 2005). Outro teste amplamente empregado na pratica ginecologica é, o
citopatoldgico, que envolve a coleta de células do endo e exocervicais, as quais sao
fixadas e coradas posteriormente através da coloracao de Papanicolaou. Além de ser
essencial para a deteccdo precoce do cancer cervical, este exame permite a
identificacdo de condicbes nao cancerosas, como infeccbes ou inflamagdes.
Entretanto, quando utilizado para identificar T. vaginalis, mostra baixa sensibilidade,

nao sendo apropriado para a triagem dessa infecgao (APHL, 2013).



Uma alternativa eficiente e de baixo custo é o teste comercial de cultura
InPouch TV ™ o qual é sensivel e especifico (Stary et al. 2002; Maciel; Tasca; De
Carli, 2004). Esse teste utiliza um meio de cultura de Diamond previamente
acondicionado em bolsas plasticas, nas quais o material € inoculado diretamente. As
bolsas podem ser avaliadas diariamente diretamente sob o microscépio durante o
processo de incubacdo, proporcionando, dessa forma, o desenvolvimento do
protozoario em amostras de secregdes vaginais, seminais e urinarias. Essa técnica
necessita a coleta por meio de swabs, sendo essencial a inoculagcdo no meio de
cultura em até uma hora apds a coleta (Hobbs; Sefa, 2013; Wendel; Workowski,
2007).

Os meétodos de imunodiagnostico, principalmente para T. vaginalis, tém sido
amplamente empregados, incluindo técnicas como reagdes de aglutinagéo,
imunofluorescéncia (direta ou indireta), ensaio imunoenzimatico (ELISA- enzyme-
linked immunosorbent assay), hibridizagao e analise da distribuicdo dos microtubulos
dos trofozoitos. A resposta de anticorpos esta intrinsecamente vinculada a natureza
do antigeno, se estd em forma livre ou inativa, a concentragédo no local e a duragéo
da estimulagéo do sistema imunolégico. Por esse motivo, métodos imunoldgicos nao
substituem métodos parasitolégicos e cultura celular, podem ser acrescentados
quando negativos, possibilitando uma triagem adequada e tratamento antecipado
(Petrin et al., 1998; De Carli, 2001; Maciel, Tasca, De Carli, 2004)

Alguns testes sédo autorizados pela Food and Drug Administration (FDA) para
diagnostico de T. vaginalis, como por exemplo o teste imunocromatico OSOM®
Trichomonas rapid test (Genzyme Diagnostics, Massachusetts, New Jersey, EUA) um
teste de rapida execugao utilizado na detecgéo qualitativa de antigenos de T. vaginalis
em secrecgdes vaginais. O teste Affirm VP Il (BD Diagnostic Systems) que contém um
sistema molecular para detectar as causas de vaginite, incluindo infecgdes causadas
por Candida albicans, Gardnerella vaginalis e T. vaginalis. Ambos os testes,
demonstraram maior sensibilidade do que a microscopia, contudo, estao restritos a
amostras vaginais (Nye; Schwebke; Body, 2009).

As técnicas moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que
amplifica o DNA do parasita, também podem ser utilizadas para diagnosticar a
tricomoniase (Liebhart et al., 2006; Mostegl et al., 2010). Dentro desse contexto, os
Testes de Amplificacdo de Acidos Nucléicos (NAAT) se destacam como técnicas

altamente sensivel e especifica, desempenhando um papel significativo no



diagndstico de diversas infecgdes sexualmente transmissiveis, incluindo a
tricomoniase. Os NAAT baseiam-se na amplificacdo por PCR e na transcricdo
mediada por amplificacdo (TMA). Estas variagdes da técnica sao caracterizadas pela
replicacdo e amplificacdo de bilhdes de cépias de DNA especifico de um individuo ou
sequéncias-alvo de RNA. Estas caracteristicas conferem aos NAAT uma sensibilidade
analitica superior a de métodos como a microscopia, cultura e detecgédo de antigenos.
Além disso, esses testes podem ser realizados tanto em mulheres quanto em homens
(Hobbs; Sefa, 2013).

2.2.6 Tratamento e Profilaxia

A tricomoniase é transmitida através de relagdes sexuais, portanto, as medidas
preventivas adotadas para o controle dessa doenga sao semelhantes as aplicadas
para outras ISTs. Na anamnese do paciente, € imprescindivel obter informagdes sobre
a data da ultima atividade sexual, o numero de parceiros(as), habitos sexuais, uso de
antibidticos, utilizagdo de contraceptivos e historico prévio da doenga (Maciel; Tasca;
De Carli, 2004).

Os farmacos 5-nitroimidazolicos constituem a principal abordagem terapéutica
para a tricomoniase, visto que representam a unica categoria de agentes
antimicrobianos com comprovada atividade antitricomonacida (Van Gerwen et al.,
2023). Conforme as diretrizes terapéuticas das Infecgbes Sexualmente
Transmissiveis (2015) do Ministério da Saude (Brasil, 2015), preconiza a realizagao
de um tratamento sistémico e de forma conjunta com o parceiro sexual. O grupo de
farmacos supracitado, abrange medicamentos como metronidazol (MTZ), tinidazol
(TDZ) e secnidazol (SEC). De acordo com as orientagbes de tratamento IST do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de 2021, a terapia é recomendada
para a tricomoniase urogenital ndo complicada, tanto em homens quanto em
mulheres, € o MTZ. Dois compostos dessa categoria receberam aprovagao para
utilizacao clinica pela FDA, sendo eles o MTZ e o TNZ (Meites et al., 2015; Graves et
al., 2020). O MTZ recebeu aprovagao para uso em 1963, e até 2004, quando o TNZ
foi liberado, nenhum outro farmaco era utilizado para o tratamento. Dessa forma, por
quase seis décadas, apenas o MTZ era recomendado (Meites et al., 2015). Outros
farmacos tricomonicida como secnidazol e ornidazol ja foram aprovados em outros
paises (Meites et al., 2015; Graves et al., 2020).



A dosagem e a duragao do tratamento com MTZ apresentem variagdes entre
os géneros. No caso das mulheres, a recomendacgao atual € o MTZ oral, 500 mg duas
vezes ao dia, ao longo de 7 dias (Workowski et al., 2021; Van Gerwen et al., 2023).
Essa alteracdo advém de evidéncias oriundas de ensaios clinicos que indicam que o
tratamento oral unico com 2 g de MTZ nao atinge a eficacia desejada. Em estudo
realizado nos Estados unidos, comparou diretamente o tratamento oral de MTZ em
doses multiplas com o tratamento oral unico de MTZ, onde, as participantes
submetidas ao protocolo oral de MTZ em doses multiplas apresentaram uma reducao
significativa na probabilidade de resultados positivos para T. vaginalis durante o
reteste em comparagdo com as mulheres que foram submetidas a terapia oral unica
(Kissinger et al., 2018). Howe e colaboradores (2017) e Kissinger et al (2010)
demonstraram que o tratamento oral de MTZ em doses multiplas também demonstrou
ser mais eficaz entre mulheres soropositivas para HIV. Uma alternativa é associar a
formulacéo gel de MTZ com as formulagdes orais, pois 0 uso exclusivo do gel é 50%
menos eficaz. Este, ndo atinge niveis terapéuticos na uretra e glandulas perivaginais
ou vestibulares. No entanto, outras organizacbes de saude global recomendam
protocolos de tratamento distintos (Meites et al., 2015; Workowski; Bolan, 2015;
Menezes et al., 2016).

No contexto brasileiro, o Ministério da Saude recomenda o uso do MTZ por via
oral, seja na dose unica de 2 g ou na administragdo de 400 a 500 mg a cada 12 horas
ao longo de 7 dias. Em gestantes (ap6s primeiro trimestre) e lactantes, recomenda-se
a utilizagdo do mesmo medicamento, por via oral, dose unica de 2 g ou multipla sendo
400mg de 12 em 12 horas ou 250 mg de 8 em 8 horas por 7 dias. No tratamento com
secnidazol ou tinidazol preconiza-se para ambos 2 g em dose unica (Brasil, 2006a).
Os efeitos colaterais s&o: cefaleia, nauseas, vomitos, diarreia, desconforto abdominal,
gosto metalico na boca, baixa produgéo de saliva. Preconiza-se o interrompimento do
farmaco em casos de tontura, vertigem, encefalopatia, convulsbes, ataxia,
incoordenacdes. Sinais de hipersensibilidade ao farmaco como urticaria, rubores e
pruridos sdo comuns aparecer (Raether; Hanel, 2003).

Quanto ao mecanismo de agao, a classe dos 5-nitroimidazois sao considerados
como pro-farmacos bioredutores, ou seja, precisam ser reduzidos para se tornarem
ativos (Muller, 1986; Graves et al., 2020). Ao penetrar na célula através da difuséo
passiva, o MTZ inicia seu processo de ativagao nos hidrogenossomos do T. vaginalis.

Essa ativagdo redutiva é essencial, pois o MTZ demanda a presenca de



microrganismos suscetiveis, 0s quais sdo anaerobicos e desempenham papéis
fundamentais no transporte de elétrons, envolvendo ferrodoxinas e proteinas
pequenas de ferro-enxofre. Este ambiente anaerdbico propicia a redu¢do do grupo
nitro do MTZ, resultando na formacdo de metabdlitos téxicos que interferem nos
processos metabdlicos do protozoario, levando, eventualmente, a sua destruigao.
Estas substancias possuem capacidade redox suficientemente negativa para fornecer
elétrons ao MTZ para sua ativacdo (Petrin et al., 1998; Mendz; Mégraud, 2002;
Phillips; Stanley, 2006). A redu¢ao que ocorre nos hidrogenossomos dos protozoarios
€ catalisada pela colaboragcdo de enzimas, como a piruvato:ferredoxina
oxidorredutase (PFOR), ferredoxina (Fdx), TrxR e nitrorredutase (NTR) (Kulda, 1999;
Leitsch, 2016; Graves et al., 2020).

Graves e colaboradores (2020), relataram que apds entrada na célula por
difusdo simples, o MTZ alcanga os hidrogenossomos, atuando como um aceptor de
elétrons e competindo diretamente com a enzima hidrogenase. Assim, os elétrons da
enzima PFOR sé&o transferidos para a ferredoxina, que os repassa para o MTZ, em
vez da hidrogenase, seu aceptor natural, resultando na redugao de seu grupo nitro.
Como consequéncia desse processo, a geragao de hidrogénio, dependente da
hidrogenase, é interrompida, e o grupo nitro do MTZ passa por redugéo, resultando
na produgao de intermediarios citotdxicos nitro (R-NO-2). O MTZ ativo se une de forma
covalente ao DNA, causando danos, enquanto os radicais formados interagem com o
DNA e outros componentes celulares, provocando danos cumulativos que levam a
morte celular do parasito. Outro mecanismo de acgao relatado por Pal e
Bandyopadhyay, (2012), € que o medicamento também bloqueia o processo
respiratério do parasito, agindo como um concorrente do oxigénio (Oz2). Isso resulta na
reducdo da ativagdo e no aumento da reciclagem catalitica dos farmacos ativados,
interrompendo assim sua agao.

O indice de cura é satisfatério, mas muitas vezes ocorrem falhas no tratamento
devido a reinfecgao, erros na terapia e nao ativagao do farmaco por bactérias que
estdo presentes na flora vaginal (Van Gerwen; Muzny, 2019). Ha pouco tempo foram
descritas 20 linhagens de T. vaginalis resistentes ao MTZ na Europa. As linhagens
resistentes, representam um problema, uma vez que altas concentragdes do farmaco
aumentam a toxicidade. Quando o MTZ n&o apresenta efeitos desejados outros
nitroimidazélicos sdo empregados, como o TNZ que demonstrou eficacia em doses
mais altas (Petrin et al., 1998; Sobel et al., 2001; Marques-Silva et al., 2021).



Apesar das recentes investigagdes, ha uma certa escassez de informagdes
sobre a prevaléncia de resisténcia em isolados clinicos de T. vaginalis persiste, tanto
em ambito nacional quanto global. Este fato €, em grande parte, resultado da
negligéncia com os dados relacionados a tricomoniase. A resisténcia ao MTZ surge
como uma explicagdo bem documentada e aceita para as falhas no tratamento em
mulheres. No entanto, € importante ressaltar que a auséncia de dados para homens
representa uma significativa deficiéncia no entendimento abrangente desse fenédmeno
(Van Gerwen; Muzny, 2019; Graves et al., 2020) para exemplificar taxas de resisténcia
acima da média, pode-se mencionar um estudo conduzido na Papua Nova Guiné, que
avaliou a resisténcia aerobica ao MTZ em 82 amostras de mulheres, relatando uma
taxa de resisténcia de 17,4% (Upcroft et al., 2009).

No periodo de 1983 a 2019 a maioria dos casos de resisténcia ao MTZ foi
descrito em mulheres (Marques-Silva et al., 2021, apenas em um estudo de Szarmach
et al., (1985), que abordaram a prevaléncia de tricomoniase em mulheres e homens
no periodo, além de realizar testes in vitro para avaliar a suscetibilidade ao MTZ em
54 isolados de T. vaginalis. Um estudo recente conduzido na Africa do Sul examinou
a taxa de resisténcia em 94 isolados clinicos de T. vaginalis, revelando uma taxa de
resisténcia de 11% ao MTZ (Mtshali et al., 2022). Em um estudo conduzido por
Bosserman e colaboradores (2011) conduziram um estudo no EUA, 175 mulheres
foram examinadas ap0ds enfrentar infecgdes persistentes e falhas em pelo menos duas
tentativas de tratamento, foram submetidas a analises de resisténcia in vitro tanto ao
MTZ quanto ao TNZ. Os resultados revelaram que 66% das amostras demonstraram
resisténcia ao MTZ, enquanto 34% apresentaram resisténcia ao TNZ. Essa resisténcia
variou desde moderada (MLC de 50 a 100 ug/ml) até altamente resistente.

O mecanismo de resisténcia ainda ndo esta totalmente esclarecido. Estudos
analisando duas cepas resistentes de T. vaginais demonstraram dois tipos de
anormalidades, dentre eles: pouca capacidade de remover oxigénio, resultando em
alta quantidade de oxigénio implicando na ativagao do metronidazol e relagdo com o
baixo nivel enzimatico da PFUR e de Fdx que s&o responsaveis no transporte de
elétrons que ativam o MTZ (Yarlett et al.,, 1986; Quon et al., 1992). Além disso, a
presenga de endossimbiontes (Mycoplasma sp.) e as alteragdes genéticas, incluindo
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) podem ser considerados mecanismos
importantes para a resisténcia dos 5-nitroimidazéis (Graves et al., 2020; Rigo; Tasca,
2020).



A resisténcia aerdbia surge devido aos altos niveis de oxigénio (Oz2) intracelular,
decorrentes de falhas nos mecanismos de eliminagdo de oxigénio nas vias
metabdlicas do sistema antioxidante. Este oxigénio, sendo um eficiente aceptor de
elétrons, em concentragdo elevada no hidrogenossomo, ocasiona a redug¢ao dos
radicais nitro livres, resultantes da reducdo do MTZ. Estes radicais sao transformados
em anions de superéxido, causando danos celulares menos severos em comparagcao
aos radicais nitro livres. Adicionalmente, a concentragdo elevada de O2 prejudica a
reducao e ativacdo do MTZ. A competicdo entre o O2 e 0 MTZ pelos elétrons da Fdx
também resulta na inibicdo da acumulagao da forma inativa do MTZ em isolados
resistentes. Este fato ocorre porque, na auséncia de reducdo do MTZ, suas
concentragdes intracelular e extracelular se igualam, interrompendo a difusédo do MTZ
para o interior dos trofozoitos e hidrogenossomos (Y arlett et al., 1986; KULDA, 1999;
Cudmore et al., 2004).

Como controle da tricomoniase em humanos recomenda-se formas de
prevengao as ISTs, como: exercer 0 sexo seguro, ou seja, aconselhamentos a
sociedade sobre suas escolhas sexuais, para que o risco de contaminagao por
agentes patologicos seja reduzido; uso de preservativos; privagdo de contato sexual
com pessoas infectadas e tratamento do casal positivo, mesmo que a doenca tenha
sido diagnosticada em apenas um dos cbénjuges (Robert, 1993; Lima et al., 1996;
Brasil, 2006b).

2.3 Trichomonas gallinae

2.3.1 Historia

Trichomonas gallinae foi descrito pela primeira vez em 1878 por Rivolta, em
que isolou o microrganismo primeiramente do trato digestivo de um pombo- das-
rochas (Culumba livia), o qual nomeou Cercomonas gallinae (Stabler, 1954). Essa
doenga que acomete aves de vida selvagem é possivelmente a enfermidade mais
antiga ja documentada (Forrester; Foster, 2009). Apoés a descoberta do T. gallinae
surgiram muitos estudos entre os anos de 1930 a 1970, sobre a nomenclatura,
morfologia, hospedeiros, distribuigdo e principalmente sobre o cultivo e nutricdo desse
parasito, o qual foi de extrema importdncia para pesquisa cientifica, melhorando
métodos de diagnostico, tratamento e controle. Além disso, entre os anos de 1980 a

2000, muitos relatos sobre a viruléncia, patogenicidade e imunidade, morfologia



ultraestrutural do protozoario. A utilizagcdo de técnicas moleculares, ajudam na

melhoria do diagnéstico e auxiliam na filogenia do T. gallinae (Forrester; Foster, 2009).
2.3.2 Epidemiologia

A tricomonose aviaria é globalmente difundida e tem registros em varios paises,
com excec¢ao da Antartida e Groelandia. A infeccdo pode se manifestar em qualquer
periodo do ano, mas surtos sdo mais frequentemente observados no final da
primavera, verao e outono. Afeta principalmente aves em cativeiro e na natureza,
como pombos, pardais, codornas, papagaios, cardeais, aves domésticas, galinhas e
perus, sendo o Columba livia um dos hospedeiros mais relevantes e associados a
disseminagdo da doenga (Bondurant; Honigberg, 1994; Bunbury et al., 2007;
Forrester; Foster, 2008; Amin et al., 2014).

E uma infecgdo comum em aves da ordem Columbiformes e rapinantes,
especialmente as aves de rapina da familia Falconiformes e outras aves carnivoras.
Ha indicagbes de que o pombo-das-rochas (C. livia), seja o principal portador da
doenca, no entanto, foram registrados casos em 18 espécies de Columbiformes, 26
de Falconiformes e 9 de Stringiformes. Aves de outras ordens, como Psitaciformes,
Passeriformes, Galiformes, Gruiformes e Anseriformes, também s&o consideradas
hospedeiras significativas. (Sansano et al., 2005; Sansano et al., 2007; Bunbury et al.,
2007; Forrester; Foster, 2009). Em aves de rapina, como falcbes, aguias e gavides a
tricomonose é conhecida como “garganta inchada” (Krone et al., 2005; Mcdougald,
2008). Enquanto em pombos a tricomonose pode ser chamada de “cancro” (Amin et
al., 2014).

As aves portadoras, disseminam a infecgao diretamente nos comedouros e
bebedouros, resultando na circulacao subclinica do parasito nas colénias de pombos.
Assim, a manutencao de condi¢des sanitarias adequadas também desempenha um
papel importante na propagacgéo da doenga. No entanto, ha indicios de que o C. livia
apresente uma elevada prevaléncia de tricomonose de forma assintomatica.
Considerando que essa ave atue como reservatorio de T. gallinae, responsavel por
afetar principalmente aves jovens, a infec¢cdo pode se tornar fatal entre 4 a 18 dias
apos o contagio (Cole, 1999; Forrester; Foster, 2009; Sansano et al., 2007; Silva
2017).

De maneira intencional, entre 1950 e 1960, introduziu-se na Peninsula Ibérica

a mixomatose, uma doencga viral exclusiva de lagomorfos, como medida de controle



da populacédo de coelhos. A aguia-de-bonelli (Hieraaetus fasciatus), cuja presa natural
€ o coelho, foi impactada pelo mixomatose, levando-a a reestruturar sua dieta,
incluindo C. livia como presa. Como resultado, o aumento do contato com o T. gallinae
em aves jovens alimentadas com pombos infectados resultou em falhas reprodutivas
nas aguias-de-bonelli. (Saggese et al., 2007; Forrester; Foster, 2008). Sugere-se que
a extingdo do pombo-passageiro (Ectopistes migratorius) possa ter sido associada a
tricomonose, embora ndo haja dados conclusivos que confirmem essa hipotese.
Contudo, a introdug&o dos pombos-das-rochas (C. livia) na América do Norte pelos
primeiros colonizadores levanta a possibilidade de que essas aves pudessem
transportar cepas virulentas do T. gallinae, infectando, assim, espécies nativas, como
os Pombos-passageiros. (Forrester; Foster, 2008).

Um estudo realizado em Cuba, demonstrou a incidéncia de 85,04% (91/107)
em pombos com sinais clinicos e 67,16% (180/268) em pombos assintomaticos
(Acosta Guevara et al., 2009). Em outra pesquisa, na Espanha, ao avaliar a
prevaléncia de T. gallinae em C. livia, observaram que 36% (166/357) das aves eram
positivas e assintomaticas (Sanchez E Sansano, 2006). Em 2001, na Flérida (Estados
Unidos) ocorreu um surto envolvendo mil Rolas-turcas (Streptopelia decaocto). Na
necropsia, encontrou-se lesdes tipicas de tricomonose, especialmente no figado,
apesar de algumas aves apresentarem o sinal de “Canker” na cavidade oral (eséfago
e papo). Por outro lado, a presenga de Paramyxovirus dificultou o esclarecimento da
causa da morte (Forrester; Foster, 2008). No mesmo ano, no sudoeste da Espanha e
sul da Inglaterra foram relatados casos de tricomonose, com a morte de cerca de 2600
pombos (Ho6fle et al., 2004; Forrester; Foster, 2008).

A presenca crescente de aves de rapina em ambientes urbanos revela uma
adaptacao significativa dessas espécies a perda de habitat natural. Este fenébmeno é
especialmente notavel nas aves de rapina que nidificam proximas a areas urbanas,
onde a escassez de habitat natural impulsiona a reproducdo mais préxima das
cidades. Um exemplo elucidativo desse ajuste é observado em gavides-de-coopers
(Accipiter cooperi) no Arizona, conforme destacado por Boal et al. (1998). O estudo
revela uma marcante variagao na prevaléncia da infec¢ao por T. gallinae, associada
a tricomonose, entre filhotes de casais que se reproduzem em areas urbanas (85%) e
aqueles que o fazem em locais mais afastados (9%). Essa disparidade é atribuida a
mudanga na dieta dessas aves, com gavides-de-coopers urbanos consumindo uma

propor¢ao significativamente maior de pombos urbanos. Estas descobertas



corroboram com pesquisas adicionais que indicam uma mudancga substancial na
composicao da dieta das aves de rapina em ambientes urbanos em comparag¢ao com
areas rurais (Estes; Mannan, 2003). O aumento da prevaléncia da tricomonose em
gavides-de-coopers e gavides proximos a areas urbanas destaca a complexa
interagdo entre a urbanizagéo, a perda de habitat e a saude dessas aves de rapina
(Amin et al., 2014).

No Brasil, estudos recentes de nosso grupo de pesquisa relatam a infecgao do
complexo morfologico do protozoario T. gallinae em um filhote de tucano de peito
vermelho (Ramphastos dicolorus). Macroscopicamente, foi possivel observar lesées
nodulares no palato mole e edema na cavidade oral tipicos de tricomonose, além
disso, o diagnostico foi positivo através de testes moleculares parasitologicos
(Martinez et al., 2024). Em um relato do sul do Brasil, o falconideo jovem, Chimango
Caracara (Milvago chimango) foi considerado um novo hospedeiro natural para T.
gallinae (Bruni et al., 2019). Echenique e colaboradores (2019) realizaram um estudo
retrospectivo dos casos de tricomoniase oral em aves de rapina recebidas no
Laboratério Regional de Diagndstico da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas (LRD-UFPel) no periodo de 2014 a 2017. Foram analisados os
procedimentos de necropsia, identificando sete casos. Todos os animais pertenciam
as ordens Falconiformes (3/7) e Strigiformes (4/7) e diferentemente dos outros casos
relatados, 4 dos 7 animais eram adultos e apresentavam lesdes caracteristicas de
tricomonose.

Ha um incremento no numero de animais positivos nas ultimas décadas,
envolvendo Columbiformes, Fringilideos e Aves de Rapina. Este fato demonstra a
necessidade de investigagdes a fim de compreender a ecologia de T. gallinae, se esta
se adaptando a espécies ou se ha novas estirpes especificas de hospedeiros
(Sansano et al., 2007).

2.3.3 Transmissao e Mecanismo de Patogénese

Trichomonas gallinae apresenta o ciclo direto, ndo necessitando de hospedeiros
intermediarios ou paraténicos, ou seja, a transmissado ocorre de um hospedeiro para
o outro. A transmissao se da por diferentes maneiras, sendo elas: contato direto entre
individuos, entre adultos e filhotes durante a alimentagdo, regurgitacao (leite de

pombo), comportamento de corte, fémites, alimento ou agua contaminada, ingestao



de aves mortas infectadas, no caso de aves ornitdfagas (Cole, 1999; Cooper; Petty,
1988; Forrester; Foster, 2008).

A ocorréncia e gravidade da infecgao ndo estdo apenas relacionadas a presenca
e cepa do protozoario, mas também ao estado imunolégico do animal. Animais
imunodeprimidos sdo mais susceptiveis, assim como o0s animais jovens devido a sua
idade (Forrester; Foster, 2008). O periodo de incubacgéo varia de 4 a 14 dias, e o
parasita pode permanecer viavel por pelo menos cinco dias em alimentos,
principalmente em gréos e carcagas de aves. Além disso, ele pode sobreviver por
periodos que variam de 20 minutos a varias horas na agua. Vale ressaltar que o
parasito demonstra extrema sensibilidade ao calor e a desidratagdo (Cole, 1999;
Forrester; Foster, 2008; Zadravec et al., 2017).

Da mesma forma, a infeccdo n&o esta exclusivamente vinculada ao sistema
imunolégico da ave. Variagdes na patogenicidade entre cepas avirulentas e virulentas
resultam em diferencas antigénicas significativas, podendo desencadear uma
resposta imunoldgica intensa do hospedeiro, manifestando-se por meio de sinais
clinicos ou permanecendo assintomatica (Forrester; Foster, 2008). A persisténcia da
infeccdo em aves infectadas pode estender-se por até 2 anos. As lesbdes provocadas
por esse protozoario sdo mais frequentes na boca, faringe, es6fago e papo, sendo
menos comum a invasao do trato digestivo superior (Bondurant; Honigberg, 1994).

Ao longo do processo infeccioso causado por T. gallinae, os trofozoitos aderem
ao epitélio superficial da mucosa do trato gastrointestinal superior. Através do
movimento amebadide e da agdo de enzimas hidroliticas, esses organismos promovem
a separagao das juncgdes intercelulares, facilitando assim a invasdo e progressao
através da mucosa. Durante a colonizagdo do trato gastrointestinal superior, os
trofozoitos frequentemente instigam uma resposta granulomatosa, resultando na
necrose dos tecidos circundantes. A mucosa comprometida torna-se suscetivel a
invasdo bacteriana, culminando em quadros de septicemia (Kietzmann, 1993; Cole,
1999; Forrester E Foster, 2008; Neimanis et al. 2010; Martinez-Herrero et al. 2020).
T. gallinae, ocasiona ulceras umidas de coloragdo branca, com aparecimento de
exsudato na mucosa (Forrester; Foster, 2008).

Na fase cronica da doenca, essas ulceras se tornam amareladas, aumentam de
tamanho, podendo penetrar nos olhos, cranio até chegar a circulagéo, provocado
necrose hepatica, esplénica, pulmonar e os sacos aéreos também sao afetados. A

viruléncia das cepas de T. gallinae variam, sendo que, as mais virulentas sdo as



denominadas Jones’ Barn (JB) e Eiberg (IBERG). A patogenicidade do isolado JB é
capaz de levar a 6bito em média 8 dias pombos ndo imunes, sua patogenicidade
diminui quando cultivada in vitro com meios de culturas, porém é restabelecida quando
o isolado é inoculado em animais ndo imune (Bondurant; Honigberg, 1994; Forrester;
Foster, 2008). Em isolados com baixa patogenicidade podem causar sinais clinicos
leves ao hospedeiro ou pode ser assintomatico, porém é portador do protozoario. Em
infeccdes leves observa-se hipersialia e alguma inflamacao da cavidade oral, laringe
e faringe. O isolado é considerado patogénico quando provoca lesdes caseosas ou
fibronecréticas no trato digestivo superior podendo infiltrar-se no cranio e ossos
nasais. Em infecgdes severas, o animal vem a 6bito em apenas 4 dias (Cole, 1999;
Forrester; Foster, 2009; Herdt; Pasmans 2009).

As alteragdes histopatoldgicas foram avaliadas em infecgbes causadas pelas
estirpes JB e a Eiberg em pombos-das-rochas, e foi observado que os protozoarios
atingiram o figado e levaram ao 6bito as aves entre 3 a 10 dias, para a estirpe JBe 7
a 17 dias, para estirpe Eiberg. A resposta patologica foi relatada como inflamagéo
purulenta atribuindo a morte dos animais pela destruigdo massiva do figado (Forrester;
Foster, 2008).

Durante pelo menos trés anos, Kocan e Amend (1972) conduziram um estudo
de infecgao em populagdes de rola-carpideira em areas epizodticas e ndo epizodticas.
Em termos gerais, constataram que 85% das rolas-carpideiras (Zenaidura macroura)
na area epizodtica e 69% na area nao epizodtica eram imunes a doenga. Com o
objetivo de avaliar a taxa de resisténcia a tricomoniase em populac¢des C. livia e rolas-
carpideiras (Z. macroura), que foram previamente nao infectadas por T. gallinae,
utilizando a linhagem JB, os resultados indicaram que, embora todas as aves tenham
sido infectadas, 88% dos pombos-das-rochas e 82% das rolas-carpideiras
demonstraram resisténcia a doenca.

As cepas de T. gallinae, caracterizadas por sua viruléncia moderada,
demonstram uma notavel associacdo com a formacdo de abscessos caseosos no
trato digestivo superior e na regido orofaringea das aves afetadas, conforme
identificado por Cole e Friend em 1999. Em contraste, cepas avirulentas do parasito
nao provocam lesdes visiveis. Essa distingdo sugere que diferentes linhagens do
parasito tém niveis variados de patogenicidade, sendo que as cepas de viruléncia
moderada podem causar impactos significativos na saude das aves hospedeiras.

Curiosamente, Stabler em 1948 relata que uma proporg¢ao substancial, entre 80-90%,



de pombos adultos estavam infectadas por T. gallinae, mas sem apresentar sinais
clinicos discerniveis da doenca. Essa aparente discrepancia entre a alta prevaléncia
da infeccéo e a auséncia de sintomas evidentes destaca a complexidade da interacao
entre as cepas do parasito e as aves hospedeiras, indicando a necessidade de uma
compreensao mais aprofundada da epidemiologia e dindmica dessa infecgdo em
populagdes aviarias (Amin et al., 2014).

Aves que ja foram infectadas por cepas virulentas e avirulenta de T. gallinae,
demonstram uma protegdo imunologica contra efeitos patoldgicos de uma proxima
infeccdo por uma cepa virulenta. Tanto a imunidade e humoral como a celular estao
envolvidas nesse processo. Contudo, a extensdo da resisténcia permanece
desconhecida, e a imunidade diminui gradualmente apdés o desaparecimento da
infeccdo (Herdt; Pasmans 2009). A fagocitose do protozoario, mostra-se suficiente
para combater a doenga em infec¢des primarias causadas por cepas avirulentas ou
de moderadamente virulentas, 0 mesmo n&ao acontece em cepas altamente virulentas,
entretanto, a fun¢cdo da fagocitose em aves imunes ainda ndo € esclarecida. Sendo
assim, os anticorpos sao os mais importantes para protecdo. Um exemplo desse
processo é a imunoglobulina IgA, presente no leite de pombo. Os progenitores utilizam
um liquido composto por células epiteliais descamadas, rico em proteinas, gorduras e
imunoglobulinas, para alimentar e proteger as crias. Nesse fluido, ocorre a
transferéncia desta imunoglobulina para a circulagdo sanguinea dos filhotes por meio
de pinocitose. Acredita-se que a IgA esteja associada a transferéncia de imunidade
para T. gallinae, no entanto, ainda nao foi comprovada. (Forrester; Foster, 2008;
Crespo et al. 2018).

Acredita-se que aves que sobrevivem a infeccdo pelo protozoario possam
desempenhar papel de portadoras latentes assintomaticas por varios anos,
contribuindo, dessa forma, para a disseminagcdo do parasito. De forma geral, a
resposta imunolégica varia de ave para ave (Amin et al. 2014; Gomez et al. 2018;
Martinez-Herrero et al. 2020).

2.3.4 Manifestagoes clinicas

As aves infectadas por T. gallinae exibem uma variedade de sinais clinicos,
sendo as principais manifestacdes relacionadas a lesbdes orais que bloqueiam a

passagem de ar e alimento na traqueia. Isso pode levar a morte por sufocagéo. Além



disso, outras manifestagdes clinicas incluem perda de peso, indiferenga a estimulos
externos, plumagem com mal aspecto, apatia, hipersalivagao, dificuldade em fechar
o bico, taquipneia, odor desagradavel no bico e edema de papo. Algumas aves
podem apresentar sinais inespecificos como diarreia, anorexia, depressao, dispneia,
dificuldade de degluticdo e regurgitacdo (presenca de placas no trato digestivo
superior), bem como inflamagdes no papo (Forrester; Foster, 2008; Forzan et al.,
2010).

Em casos agudo da doenga, é possivel perceber o desenvolvimento de lesdes
do tipo proliferativa, podendo ser caseosas e/ou fibronecroéticas, localizadas no trato
digestivo superior e orofaringe das aves afetadas. Essas lesbes também podem ser
encontradas no papo, es6fago, ao redor do bico, atribuindo a face um aspecto
edemadecido. As lesbes caseosas sdo pequenas e definidas com aspecto cremoso
amarelado. Lesdes proliferativas caseosas ou fibronecréticas, aumentam de
tamanho, impedindo a passagem de alimento, agua e ar, podendo levar a morte
devido a obstrugc&o na glote (Cole, 1999; Forrester; Foster, 2008).

Na fase crénica da doencga, as lesdes podem se infiltrar no cranio e ossos do
bico, atingindo o sistema nervoso e a circulagdo sanguinea, chegando até orgaos
como, figado, bago, coragao, pancreas, pulmdes e sacos aéreos, levando a necrose
desses orgaos (Forrester; Foster, 2008).

Inicialmente, as lesdes sao pequenas e ruborizadas (flush), mais tarde podem
coalescer e formar massas grandes e caseosas na cavidade oral (Figura 5) ou regiao
da faringe. Pelo fato de as lesdes atrapalharem a passagem do ar e alimento, a ave
geralmente morre por inanigéo, ou faléncia respiratoria, a disfungao hepatica também
pode levar ao 6bito. Fatores do hospedeiro podem ser determinantes para estabelecer
quais 6rgédos sao afetados, por exemplo, a cepa JB invade o figado de C. livia,
entretanto quando a mesma cepa infecta espécies de rola-carpideira (Z. macroura)
invade preferivelmente os pulmbdes (Forrester; Foster, 2008; Gémez-Mufioz et al.,
2022).

Figura 5- Lesdo causada por Trihomonas gallinae (seta) no trato digestivo superior de um pombo

domeéstico (Columba livia)



Fonte: Elaborado pelo autor

2.3.5 Diagnéstico

Assim como para T. vaginalis para T. gallinae a montagem Umida é muito
utilizada, na qual depende da observagao microscoépica do trofozoitos, onde esse sao
moveis e sua forma pode variar de alongada ou oval. O material da amostra pode ser
obtido através de swabs da cavidade oral das aves (Amin et al., 2014). Apds a
obtengdo da amostra, a montagem umida envolve a dispersdo sobre uma lamina de
vidro e varias coloragbes podem ser utilizadas (Giemsa, prata, hematoxilina-ferro,
verde malaquita ou azul de metileno, Papanicolaou, laranja acridina) para facilitar a
visualizagado do protozoario (Kaufman et al., 2004; Borji et al., 2011). No entanto,
destaca-se a limitagdo dessa técnica devido a sua baixa sensibilidade decorrente do
numero reduzido de parasitos detectados e assim a possibilidade de obter resultados
falso-negativos (Kaufman et al., 2004).

Para contornar a limitagdo da montagem umida, propde-se a inoculagéo dos
swabs em um meio de crescimento apropriado TYM (trypticase-yeast extract-maltose
Diamond 1957), seguida pela incubagéo a temperatura ideal (37 ° C). Essa estratégia
tem se mostrado util para aumentar significativamente o numero de trofozoitos,
melhorando assim a eficacia e confiabilidade do diagnéstico. Para observagédo de

flagelados nos tecidos as técnicas histopatologicas sdo empregadas, entretanto,



aplicacéo das coloragdes hematoxilina e eosina (HE) e acido periddico de Schiff (PAS)
revelou-se limitada na identificacdo dos flagelados, especialmente em érgaos com
apenas alguns trofozoitos (Amin et al., 2011).

Técnicas moleculares como a PCR também sdo empregadas para diagnéstico
da tricomonose. DNA (acido desoxirribonucleico) de T. gallinae pode ser detectado
em secregdes orais, tecidos retirados do papo e faringe. Uma variedade de primers
sao descritos, dentre eles os direcionados ao 18S rDNA (Grabensteiner; Hess, 2006)
ou a Fe-hidrogenase (Lawson et al., 2011). Os primers da Fe-hidrogenase foram
desenvolvidos para amplificar de maneira especifica o gene correspondente em T.
gallinae, contribuindo assim para a diferenciacdo entre as cepas. Essa abordagem
revelou ser capaz de identificar sutis variagdes entre as diferentes cepas de T. gallinae
(Chi et al., 2013).

A técnica de hibridizagao in situ (ISH) utilizada para identificar DNA e RNA
(acido ribonucleico) de amostras como tecidos também pode ser empregada no
diagnéstico da tricomonose (Liebhart et al., 2006). De modo geral, a ISH demonstrou
uma sensibilidade superior quando comparada a coloragao histoquimica, tais como
PAS e HE, especialmente em tecidos onde a presenga do parasito € observada de
forma marginal (Amin et al. 2011). Apés a aplicagao da ISH os protozoarios foram
identificadas distintamente, apresentando-se como células marcadas em um tom azul
escuro. Foi possivel visualizar células integras de tricomonas em diversos 6rgaos,
permitindo uma precisa determinagado de sua localizagdo nos tecidos (Amin et al.
2011). Além disso, a técnica ISH oferece a oportunidade de estabelecer correlagbes
entre as alteragbes histologicas e a presenga do protozoario, proporcionando
possibilidades para investigagcdes sobre a viruléncia de T. gallinae em um contexto
celular (Amin et al. 2011; Amin et al. 2014).

Técnicas imunologicas geralmente sdo empregas em experimentos
laboratoriais, por exemplo, o teste de ELISA foi utilizado por Amin e colaboradores.
(2011) para detectar anticorpos contra Trichomonas gallinarum e T. gallinae. Porém,
ainda nao esta claro se a aplicagao dessa técnica é adequada para obter uma
compreensao mais aprofundada da presencga de T. gallinae em aves. Uma abordagem
interessante seria empregar a sorologia para realizar a triagem de aves que podem
ser potenciais portadoras. Isso se torna especialmente relevante, considerando que
aves que sobreviveram a uma infecgdo pelo parasito sdo reconhecidas como

portadoras latentes por um longo periodo. Portanto, € uma possibilidade que essas



aves portadoras desempenhem um papel na disseminagdo persistente da
tricomonose (Amin et al. 2014).

A realizacdo de exames post-mortem pode desempenhar um papel vital na
identificagdo de Trichomonas spp., particularmente T. gallinae, devido as lesdes que
se manifestam como material caseoso amarelado na orofaringe de aves infectadas.
No entanto, é importante ressaltar que as infeccbes pelo protozoario podem ser
facilmente confundidas com outras condi¢cbes patolégicas que resultam em lesdes
similares. Por exemplo, infec¢des por poxvirus aviarios, fungos como Candida sp. e
Aspergillus spp., nematoides como Capillaria spp., juntamente com a presenca de
sialdlitos (calculos salivares), faringeoesofagite inespecifica ou deficiéncia de vitamina
A, podem conduzir a lesbes orais semelhantes (Levine, 1985). Adicionalmente,
confusbes podem surgir com herpesvirus de pombo, paramixovirus aviario ou
adenovirus aviario, especialmente quando os trofozoitos afetam 6rgéos internos. Além
disso, infecgdes bacterianas do umbigo podem ser erroneamente associadas ao
cancro do umbigo (pombos) causado por T. gallinae, como evidenciado por (Vogel,
1992; Amin et al., 2014). Outras doencas em que o diagnostico diferencial é
necessario sédo a tuberculose, micoplasmose, salmonelose e coligranulomatose pois
sdo doencas infecciosas que compartiham caracteristicas de formacdo de
granulomas (Friedhoff, 1982; Park; 2011).

2.3.6 Tratamento e Profilaxia

A terapia para tricomonose animal foi instituida a mais de 50 anos, inicialmente
preconizou-se o uso de medicamentos como acriflavina, acido cloridrico fraco e sulfato
de cobre administrados topicamente ou na agua potavel dos animais (Rosenwald,
1944; Jaquette, 1948). O uso de alguns antibiéticos ja foi relatado, porém nao é de
uso tipico, uma vez que, a terapia com antibiético de amplo espectro como
Aureomicina por exemplo, podem predispor a infecgcdo fungica latente e
possivelmente, a tricomonose latente, portanto, certos antibidéticos podem ser
desfavoraveis ao tratamento (Hamilton; Stabler, 1953; Amin et al., 2014). Assim como
no tratamento de T. vaginalis, a classe dos 5-nitroinidazodis € rotineiramente utilizada
para T. gallinae, principalmente o MTZ (Amin et al., 2014)

Em animais, o MTZ é utilizado na concentragéo de 0,5%, onde 25 mg/pombo é
administrado pela via subcutanea, uma vez durante 5 dias. O dimetridazol, é usado

na concentracdo de 40% com dosagem de 1 g/L na agua durante 5 dias



posteriormente mais 0,5 g/L na agua por mais 10 dias. O ronidazol é administrado na
concentracédo de 1% na dose de 4 g/L na &gua por 12 dias. O carnidazol é
administrado na dose 10 mg/pombo, via oral, dose unica. Falhas nos tratamentos
podem acontecer devido a resisténcia desse grupo de farmacos devido ao uso
indiscriminado para prevengao da doenca vez. Nao se recomenda tratar animais que
apresentam baixa carga parasitaria, pois acredita-se que cepas de baixa viruléncia
proporcionam devida defesa imunitaria contra cepas mais virulentas (Kulda; Tachezy;
Cerkasovova, 1993; Forrester; Foster, 2008). Em animais € viavel o tratamento
apenas de aves de cativeiro, pois os farmacos utilizados necessitam de administragao
forcada via oral ou pela agua e alimentagao (Forrester; Foster, 2008). Nas aves
selvagens, a terapia geralmente ndo € realizada, devido a dificuldade de aplicag&o
dos medicamentos, exceto, quando ha captura bem-sucedida do animal (Cole; Friend,
1999). Swinnerton et al. (2005) utilizaram derivados de metronidazol, dimetridazol e
ronidazol para tratar uma pequena populagdo de pomba- rosada selvagem (Columba
mayeri). Entretanto, obtiveram resultados limitado na eficacia do tratamento.

Para T. gallinae caso o tratamento ndo esteja funcionando, novas medidas
deverédo ser tomadas, como o aumento da dose do farmaco ou prolongagao a duragao
do tratamento. Outro fato importante, &€ que a tricomonose pode nao causar a doencga
por si sO, porém é capaz de deprimir o sistema imune e predispor o0 animal a outras
enfermidades (Forrester; Foster, 2008). Por esse motivo, o tratamento administrado
em alimentadores de passaros € de certa forma controverso, pois, € necessario a
ingestdo do alimento, e naturalmente, os passaros podem n&o utilizar um unico
alimentador e assim a absorcdo do medicamento é subestimada e dessa forma pode
predispor o desenvolvimento de cepas resistentes. Além disso, os medicamentos
presentes nos alimentos podem causar efeitos adversos em passaros nao infectados,
por exemplo, o dimetridazol encontrado em alguns alimentos pode causar toxidade
em aves (Munoz et al. 1998; Reece et al. 1985; Amin et al., 2014). Corroborando com
esse fato, Hofle et al. (2004), observaram uma redug¢ao na populagédo de perdizes
(Alectoris rufa) em uma area de surto de tricomonose em pombos-torcaz (Columbia
palumbus). Estes animais foram tratados com dimetridazol por meio dos
alimentadores. Visto isso, € preciso de novas medidas para reduzir as fontes de
infeccdo e consequentemente prevenir os casos de T. gallinae em aves no geral.

A resisténcia aos nitroimidazdis ja foi relatada em estudos antigos em diversos

isolados do parasito (Lumeij; Zwijnenberg, 1990; Franssen; Lumeij, 1992; Munoz et al.



1998). Diferentes culturas de T. gallinae obtidas de periquitos e pombos de corridas
foram analisadas quanto a resisténcia de quatro tipos de 5-nitroimidazdis e observou-
se diferengas nas concentracgdes letais minimas (CLMs) (ZIMRE-GRABENSTEINER
et al., 2011). Isolados geneticamente distintos de T. gallinae foram observados
parasitando o mesmo animal e mostraram certas diferengas quanto a sensibilidade de
tratamentos in vitro, sugerindo dessa forma uma relagdo entre a resposta aos
medicamentos e variagdo genética entre isolados (Grabensteiner et al., 2010; Zimre-
Grabensteiner et al., 2011)

Para que a tricomonose seja controlada € preciso monitorar o habitat das aves
de cativeiro, sendo necessario saber qual o estado das aves infectadas, impor a
quarentena e evitar a entrada de animais de vida livre, principalmente pombos. Além
da implementagado de boas praticas de higiene, como desinfecgdo de comedouros e
bebedouros, renovacdo diaria da alimentagdo e fonte de agua. Aves gravemente
infectadas que nao respondem ao tratamento, devem ser submetidas a eutanasia para
que nao ocorra a disseminagao da infeccdo (Lumeij; Zwijnenberg, 1990; Forrester;
Foster, 2008).

2.4 Derivados Benzofuroxanos

Os compostos heterociclos, sdo muito utilizados na quimica orgéanica, utilizados
como blocos construtores para a sintese de novas substancias e, representam uma
importante classe de compostos, pois possuem diversas atividades bioldgicas. Os
derivados benzofuroxanos, sdo oxadiazois que apresentam de cinco membros e
possuem dois atomos de nitrogénio (N-heterociclos) e um atomo de oxigénio no anel
aromatico. Esses compostos sado capazes de interagir com receptores e enzimas de
organismos Vvivos, seja pela ligagao ao hidrogénio, coordenacgao e dipolo, quanto por
interagdes hidrofébicas (Barreiro, 1991; Dewangan, et al.,, 2010; Melo, et al., 2006;
Peng, 2013; Taylor, 2016).

Outra classe de N-heterociclos é o 1,2,5-oxadiazois, especialmente 1,2,5
oxadiazdis-N-6xidos, também conhecido como furoxanos que sao capazes de doar
oxigéni e nitrogénio, responsavel pelas propriedades bioquimicas dessas substancias
(Gasco et al., 2004). Os derivados benzofundidos dos furoxanos sdo chamados de
benzofuroxanos e sdo descritos desde o século XIX. Essas estruturas contém um
nucleo benzénico e passam por um processo de tautomerismo, onde a molécula de

oxigénio exociclico altera sua posicdo com base nas condigbes fisico-quimicas em



gque o composto esta presente, assim como os substituintes presentes na molécula
(Todres, 2012; Fedik et al., 2019).

Atualmente os derivados benzofuroxanos sdo utilizados no combate a varias
doengas, como HIV, sua agao ocorre ao bloquear a enzima HIV integrasse no ciclo da
replicagdo do virus; no tratamento de arritmia cardiaca, ao bloquear os canais de
calcio; além de possuirem atividade antibacteriana, anti-inflamatdria,
anticonvulsivante, antitumoral, antioxidante. antiprotozoaria e antimalarial (Aanandhi
etal., 2010; Amir et al., 2004; EI-Eman et al., Giliani et al., 2009; Singh; Singh, 2010;
2004; Zareef et al., 2007).

Devido a presengca da subunidade =N(—O)O nesses derivados & possivel
perceber propriedades aceptoras de elétrons semelhantes ao nitrocompostos
aromaticos (N-6xidos), dos quais s&o aplicados como agentes antitumorais e/ou
citotoxicos ativados biorredutivamente (Fang, 2004; Paula, 2009; Dharmaraja et al.,
2012) (Figura 6).

Figura 6- Estrutura dos compostos derivados benzofuroxanos (utilizados no manuscrito 1 e 2) (EAZ2,
EH1, EH2, EH3).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os compostos derivados benzofuroxanos oxadiazois sdo moléculas capazes
de liberar 6xido nitrico (ON), no entanto, o mecanismo pelo qual o ON ¢ liberado ainda
nao € bem conhecido, apesar de ser proposto que essa doagdo seja mecanismo

cisteina-dependente. O ON é uma espécie reativa de nitrogénio e uma das menores



moléculas sinalizadoras com atividade bioldgica, apresentando propriedades que
facilitam a difusdo através das membranas celulares sem o auxilio de transportadores
especificos (Mayer; Hemmens, 1997).

O ON é uma molécula reativa que modula reagdes inflamatérias ou anti-
inflamatorias, dependendo do tipo celular e do estimulo, possuindo importante papel
no sistema imunoldgico, envolvido na patogenia e controle de diversas enfermidades
(Cerqueira; Yoshida, 2002). Sendo que, em determinadas doencas o aumento do ON
traz diversos beneficios, como, por exemplo, a destruicdo de células cancerosas e
microbianas. Além disso, desempenha fungdes fisiolégicas como a regulagdo da
pressao arterial basal, relaxamento do endotélio e neurotransmissao (Queirdz; Batista,
1999).

Além disso também atua também como cardioprotetor e neuroprotetor, além de
possuir atividade parasiticida, apresentando efeitos sobre Schistossoma mansoni
(Sayed et al., 2008), Plasmodium falciparum (Galli et al., 2005) e Trypanosoma cruzi
(Boiani et al., 2008; Vieira, 2007). O mecanismo pelo qual o NO atua sobre o T. cruzi
ainda nao esta completamente elucidado, mas acredita-se que o NO seja capaz de
interferir no metabolismo do parasito, atuando na atividade da enzima cruzipaina, uma
glicoproteina abundante de T. cruzi. A cisteina que também pode ser um alvo do NO,
€ umas das enzimas mais importantes de T. vaginalis, pois € capaz de degradar IgG,
IgM e IgA presentes na vagina (Maciel; Tasca; De Carli 2004; Duschak; Couto, 2009;
Cazorla et al., 2010).

Os derivados benzofuroxanos s&o estaveis em meio acido e frente aos
eletrofilos, além de apresentarem estabilidade térmica, contudo sao poucos estaveis
frente aos nucledfilos (Sayed, et al, 2008; Boiani, et al, 2008). Ainda, devido sua
capacidade de liberar NO, muitos estudos tém sido realizados a fim de se obter um
composto estavel e que seja capaz de controlar diversas doengas (Bogdan, 2001;
Albuquerque et al., 2016; Mayer, et al, 2017).

2.5 Antibidticos

Os antibidticos sdo substancias quimicas produzidas por microrganismos
utilizadas no tratamento de infec¢gdes causadas por outros microrganismos, ou seja, 0
uso desses farmacos inibe o crescimento de microrganismos evitando assim a

propagacao da doenca (Englert, 1998; Linzmeier et al., 2009). Os antibacterianos, séo



derivados de microrganismos ou compostos sintéticos equivalentes com fungao
bacteriostatica e bactericida. Estes farmacos, séo derivados de varias fontes seja ela
microrganismos, plantas, animais, sintéticos ou semissintéticos e atuam contra
diferentes tipos de microrganismos, incluindo os parasitos (Brasil, 2022). Em aves,
além do seu uso curativo, os antibiéticos podem ser utilizados em doses
subterapéuticas como promotores de crescimento, principalmente em aves de
producéo (Lafigliola et al., 2000; Linzmeier et al., 2009).

Esses medicamentos sdo agrupados em classes, as quais, sdo semelhantes
quimicamente, por isso, farmacos pertencentes a mesma classe geralmente atuam
contra 0s mesmos microrganismos, além disso, apresentam mecanismos similares de
resisténcia. Atualmente existem mais de 30 classes de antibidticos disponiveis tanto
para uso humano quanto para animal ou ambos (Brasil, 2022).

A administragdo de antibiéticos em aves geralmente ocorre através da
agua de beber, pois as aves enfermas interrompem a ingestdo de comida, mas
frequentemente continuam a consumir agua. Essa questdo depende da apresentagao
dos farmacos e as recomendacdes de uso (Singer; Hofacre, 2006; Santana et al.,
2011).

2.5.1 Fluoroquinolonas

O surgimento das quinolonas em 1962 por George Lesher e colaboradores de
forma acidental, como um produto secundario da sintese da cloroquina, um agente
antimalarico. Entretanto, esse produto secundario apresentava atividade
antimicrobiana, e dessa forma surgiu o Acido Nalidixico, a primeira quinolona (Lescher
et al., 1962; Andriole, 2000; Higgins et al., 2003; Da Silva; Hollenbach, 2010).
Posteriormente ao acido nalidixico a flumequina e o acido oxonilico foram introduzidos
e denominados quinolonas de primeira geragao. Até os dias de hoje, essa classe é
recomentada para tratamento de infecgdes das vias urinarias por apresentam uma
eficacia contra bactérias Gram-negativas da familia Enterobacteriaceae. Todavia, até
a década de 1980 nao havia compostos capaz de inibir o crescimento de bactérias
como Pseudomonas spp., alguns anaerdbicos e bactérias Gram-positivas, por isso,
apos diversas pesquisas envolvendo as quinolonas de primeira geragao, originaram-
se as quinolonas de segunda geracgéao ou fluoroquinolonas (Appelbaum; Hunter, 2000;
Silva; Hollenbach, 2010). A principal diferenga entre as quinolonas de primeira e



segunda geragao € a presenga de uma cadeia lateral piperazinila na posi¢do 7 da
estrutura das quinolonas, resultando no acido pipemidico. Essa alteragdao aumentou a
atividade dos compostos frente a bactérias Gram-negativas e mostrou certa agéo
contra bactérias Gram-positivas. Essa eficacia demonstrada se da pela capacidade
da modificagdo (acido pipemidico) penetrar na parede celular da bactéria, visto que,
para que se tenha uma atividade antimicrobiana é necessario que os antibidticos
adentrem a célula bacteriana (Appelbaum; Hunter, 2000).

As fluoroquinolonas evoluiram significativamente nos ultimos anos. Desde
1973, quando a flumequina (primeiro composto com um grupo fluoro na posigao 6) foi
patenteada, percebeu-se o potencial de aprimoramento da atividade antimicrobiana
em bactérias Gram-positivas nesta classe. A principal inovacéo foi a combinag¢ao do
anel de piperazina na posicdo 7 e um composto fluorado na posicdo 6 do anel
aromatico, originando dessa forma uma nova fluoroquinolonas, o norfloxacino (NOR).
O NOR foi patenteado em 1978 e por mais promissora que seja sua atividade frente
a bactérias gram- positivas e gram-negativas, sua farmacocinética e atividade ainda
nao eram adequadas para uso sistémico. Apés o NOR muitas outras fluoroquinolonas
foram desenvolvidas e sdo utilizadas atualmente, como por exemplo: ciprofloxacino,
ofloxacino, lomefloxacino e perfloxacino (Appelbaum; Hunter, 2000; Alés, 2003;
Rissardo; Caprara, 2023).

As fluoroquinolonas sao agrupadas em cinco geragdes com base em sua agao
antibacteriana e farmacocinética (Fan et al., 2018; Jones et al., 2016) sao farmacos
com propriedades antimicrobianas de amplo espectro contra organismos Gram-
positivos e Gram-negativos e microrganismos anaerdbicos, principalmente quando
outros farmacos nao sao eficazes devido a resisténcia antimicrobiana (Souza, 2005;
Rissardo; Caprara, 2023). Quanto as propriedades fisico-quimicas dessa classe
podem influenciar em sua atividade, como seu carater hidro/ lipofilico, sobretudo o pH,
onde sua acado depende do pH do meio em que se encontram. Para que possam
interagir com a DNA girase (topoisomerase Il) e topoisomerase |V, enzimas envolvidas
na replicacao, transcricao, reparo e recombinag¢ao do DNA bacteriano e enzima alvo
dessa classe, esses farmacos necessitam estar em pH acido (Sarkozy, 2001; Park,
2002).

NOR foi a primeira fluoroquinolona a receber a aprovacao para uso pela FDA.
E recomendada para uso humano no tratamento da gonorreia, infecdes da préstata,

urinarias, biliares e do trato respiratorio (Holmes; Brogden; Richards, 1995; Ovando et



o NOR em clones de P. falciparum, onde foi observado uma CLso de 55.3 pM, dessa
forma, o NOR também demonstrou ter atividade antimalarica

Outra fluoroquinolona de segunda geracéo, € o ciprofloxacino. Este farmaco foi
patenteado em 1983 pela Bayer A.G. e posteriormente seu uso foi aprovado pela FDA.
Sao mais de 300 marcas registradas e € um antimicrobiano amplamente utilizado (De
Almeida, 2007), com notaveis propriedades farmacocinéticas como por exemplo, boa
biodisponibilidade e penetrabilidade, além de efeitos colaterais reduzidos (Sharma et
al., 2010; Zhang et al., 2018). E recomendado para o tratamento de infeccdes que
acometem o sistema urinario, respiratério, digestério, infecgdes de pele, 0ssos,
tecidos moles, ISTs e profilaxia em hospedeiros neutropénicos imunocomprometidos.
Ademais, € recomendado pela OMS para tratamento da tuberculose humana,
principalmente em casos de resisténcia ou intolerancia ao tratamento antituberculose
de primeira linha (Crofton, 1997; Abraham; Burger’s, 2003; Guneysel et al., 2009;
Verderosa et al., 2017).

Assim como as demais quinolonas, as principais bactérias alvo séo as Gram-
negativas, as enzimas DNA girase e topoisomerase IV sao necessarias para
duplicacdo do DNA bacteriano, elas separam a fita dupla de DNA, permitindo assim,
sua replicagdo. O mecanismo de acdo do ciprofloxacino esta relacionado com a
inibicdo dessas enzimas evitando a ocorréncia de duplicacdo do DNA da bactéria,
além disso, o farmaco pode inibir a sintese de RNA, e dessa forma agrava o processo
de replicagdo e compromete o crescimento bacteriano (Hooper, 2001; Collin; Karkare;
Maxwell, 2011).

O uso do ciprofloxacino ja foi descrito em casos de tricomoniase
humana devido a seu efeito promissor dentre todas as fluoroquinolonas. De acordo
com Inceboz, Inceboz e Ozturk (2004), este farmaco atingiu a total inibicdo de
trofozoitos de T. vaginalis em 72 horas nas concentragdes de 750 ug/mL, 500 pg/mL,
250 pg/mL e 125 ug/mL, ao contrario do relato de Pastel (1989), no qual foi
mencionada a ineficacia do ciprofloxacino em relacao a espécies de Trichomonas
spp.. O ciprofloxacino ja foi utilizado frente a outros protozoarios, como, Giardia
lamblia, T. gondii e P. falciparum. Em G. lamblia, o farmaco causou a redugao da
viabilidade através de alteragbes morfolégicas como perda de integridade de
membrana dos trofozoitos e ainda inibiu in vitro a aderéncia, crescimento e captacao
de O2 do parasito (Sousa; Poiares-Da-Silva, 2001). A atividade do ciprofloxacino e

seus derivados também € promissora frente aos protozoarios T. gondii e P. falciparum,



onde sugere-se que o medicamento atue na enzima girase dos parasitos, entretanto,
mais estudos devem ser conduzidos a fim de comprovar essa hipétese (Dubar et al.,
2011).

Como mencionado, as fluoroquinolonas atuam inibindo a DNA girase
mitocondrial importante para replicagdo dos organismos. Petmitr e colaboradores
(2000), descrevem que as fluoroquinolonas podem nao ter um alvo adequado em T.
vaginalis, uma vez que, os tricomonadideos ndo apresentam mitocéndrias e sim
hidrogenossomos, onde o DNA mitocondrial ndo esta presente. Esse fato difere-se
em protozoarios como P. falciparum que sao sensiveis as fluoroquinolonas e a

topoisomerase Il do DNA mitocondrial sdo um alvo valido para agdo do medicamento.

2.5.2 Nitrofurantoina

Na década de 40, a introdugdo de grupos nitro (-NO2) em moléculas
heterociclicas levou ao desenvolvimento de diversos nitrofuranos, o mais conhecido
e amplamente utilizado é a nitrofurantoina (NF) (Shan; Wade, 1989; Huttner et al.,
2015). E um antibiético sintético originado a partir de um furano juntamente com um
grupo nitro, além disso, a NF contém um substituto contendo hidantoina (Calderaro
et al., 2021; Squadrito; Del Portal, 2023).

Seu uso foi liberado pela FDA em 1953 e recomendado para tratamento de
infecgdes do trato urinario em humanos e desde entédo, esse medicamento passou a
ser prescrito com maior regularidade. Na década de 70 a NF perdeu um pouco de
sua popularidade devido a introdugao trimetoprim/sulfametoxazol e antibidticos beta-
lactamicos. Entretanto, a partir dos anos 2000, renovou-se o interesse a esse
farmaco devido as causas de resisténcia a sulfas e as fluoroquinolonas em conjunto
com a falta de novos antibidticos orais. Com o aumento de bactérias produtoras de
ESBL (beta-lactamases de espectro estendido) e resistentes a carbapenémicos
novos desafios surgiram, e entdo, diversas diretrizes foram revisadas a fim de instituir
a NF como terapia de primeira linha em infecgées do trato urinario inferior néo
complicadas (Afssaps, 2008; Huttner et al., 2015; Ghazvini et al., 2019).

Anualmente 150 milhdes de infeccdes do trato urinario séo relatadas no mundo
(Khoshbayan et al., 2022). Um dos principais motivos, & a colonizag&o periuretral, ou

seja, bactérias presentes no anus podem colonizar a area ao redor da uretra e,



posteriormente, ascender em diregao ao trato urinario, causando as infecgcdes. A NF
apresenta beneficios pois direciona-se ao trato urinario inferior, ademais, mantém
uma concentragdo sérica reduzida e assim, nao afeta a flora intestinal. Acredita-se
que o efeito continuo da NF e a baixa resisténcia a microrganismos sejam justamente
por ndo afetar a flora intestinal (Squadrito; Del Portal, 2023).

Ja sao relatados efeitos bactericidas em altas concentracbes e efeitos
bacteriostaticos em concentragées menores (5-10 pg/mL) da NF e (Andriole, 1985;
Komp et al., 2015; Fransen et al., 2016; Ari et al., 2023). Sua atividade é relatada em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas do trato urinario, como por exemplo: E.
coli; Enterococci; Klebsiella; Staphylococcus saprophyticus e Enterobacter. Sua
suscetibilidade também inclui Shigella; Salmonella; Citrobacter; Neisseria;
Bacteroides; estreptococos do grupo B; Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. Além disso, a NF é eficaz contra cepas de E. coli produtoras e nao
produtoras de ESBL. (Tulara, 2018; Gardiner et al., 2019; Squadrito; Del Portal,
2023). A resisténcia desse farmaco é rara, ainda que usado de forma generalizada
por varias décadas. Em um estudo populacional realizado com cepas de E. colie NF
demonstrou taxa de resisténcia de 1,6% (Sanchez et al., 2012).

Além da sua atividade biolégica em bactérias, a utilizacdo NF foi relatada no
tratamento de algumas parasitoses. Yeo e colaboradores (2016) ao utilizarem A NF
em experimentos in vivo (camundongos) e in vitro frente a T. gondii, observaram uma
reducdo de 44,7% (100 mg/mL) dos parasitos na cavidade peritonial no ensaio in
vivo. Em outra pesquisa in vivo também foi utilizado uma cepa de T. gondii e a NF
como tratamento, resultando em uma diminuigdo significativa e expressiva na
contagem cistos cerebrais em camundongos, dessa forma, os autores sugerem a NF
como possivel opgao anti-T. gondii para uso clinico na toxoplasmose (Abdallah et
al., 2022). Shafi et al.,(2023) avaliaram o potencial antimalarico da NF, a qual, exibiu
efeito inibitério do Plasmodium sp. em concentracdes baixas, e assim inviabilizou o
desenvolvimento do trofozoito, além disso, evidenciaram através do teste de
sobrevivéncia in vitro que houve um sinergismo entre a NF e o tratamento com
antirretroviral. Nos testes in vivo realizados, a NF bloqueou a multiplicacdo do
protozoario e aumentou o tempo médio de sobrevivéncia dos camundongos
infectados.

Ao avaliar a atividade in vivo da NF em Trypanosoma congolense, observou-se

uma baixa parasitemia em camundongos infectados apds 6 dias de tratamento em



concentragdes de 10 mg/kg, ademais, quando submetidos a uma dose superior a
30mg/kg os animais atingiram 100% de cura e sobrevivéncia. Sendo assim, a NF
apresenta € promissora no tratamento da tripanossomose animal africana
(Suganuma et al., 2022). Este antimicrobiano possui certas limitagbes, como o uso
em animais de criagdo, como por exemplo riscos de carcinogenicidade associados
ao consumo de produtos de origem animal comestiveis (Mccracken; Kennedy, 2007)

A NF ja foi relatada no tratamento in vitro em diferentes cepas de T.vaginalis,
onde observou-se uma CIM de 0,8 a 10 mcg/mL. Entretanto, efeitos sinérgicos do
MTZ e NF e TDZ e NF foram constatados, visto que, o TDZ néo apresenta uma boa
absorcgao intestinal e a combinacdo com outros farmacos também nao foi promissora,
exceto com a NF, onde tal combinagéo pode ser valida na clinica (Kawamura, 1979).
No relato de Buchner e Edwards (1975), a NF apresentou uma CIM de 2 a 3 ug/mL
em trofozoitos de T. vaginalis, causando extensa vacuolizagao citoplasmatica nos
trofozoitos e possiveis efeitos no nucleo. Estes efeitos citoplasmaticos foram
relacionados devido a alteragdes nos granulos cromaticos ou nos hidrogenossomos,
estas alteragbes correlacionadas no sistema fosforoclastico de piruvato de T.
vaginalis.

O mecanismo de acdo da NF é mais estudado em bactérias, e permaneceu
pouco esclarecido desde 1940, sabe-se que a NF utiliza diversos mecanismos para
alcancar o efeito antimicrobiano (Squadrito; Del Portal, 2023). A NF é reduzida a
intermediarios reativos assim que € absorvida por flavoproteinas das bactérias.
Esses intermediarios resultantes ligam-se aos ribossomos e inibem enzimas
bacterianas relacionadas na producdo de DNA e RNA, assim como inibicdo de
proteinas da parede celular e outras enzimas metabdlicas (Giedraitiene et al., 2022).
A auséncia de resisténcia a NF pode estar relacionada aos diferentes mecanismos
de acédo (Wan et al., 2021), porém, sabe-se que mutagdes no gene que codifica a
nitrofurantoina (nfsA) uma enzima insensivel ao oxigénio da E. coli podem ser
potenciais de resisténcia a NF. Além disso, amutacdo ndo reduz a NF e assim
impede a producédo de compostos toxicos (Race et al., 2005). Isolados resistentes a
NF mediados por plasmideos também apresentam CIM elevadas, dos quais
acometem os genes nfsA e nfsB (Sastry; Jayaraman, 1984; Ho et al., 2016; Ari et al.,
2023)
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al., 2004; Santos et al. 2014) . A utilizagdo em animais € preconizada no tratamento
de varias enfermidades (Chierentin, 2013). Esse farmaco apresenta um amplo
espectro e ja foi testado frente a diversas bactérias como; Escherichia coli, Klebsiella
spp.; Proteus mirabilis; Proteus spp.; Serratia spp.; Citrobacter spp.; Enterobacter
spp.; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus saprophyticus; e enterococos
(Norrby; Jonsson, 1983; Alds, 2009; Haq, et al., 2009).

Em animais a NOR é recomendado para tratamento de infecgbes sistémicas
do sistema respiratério e digestério (Brasil, 2022). Tanto a farmacocinética como a
farmacodinamica sao importantes na determinagdo de uma dose eficaz garantindo a
inibicdo de bactérias, reduzindo os efeitos colaterais e a resisténcia antibacteriana
(Levison; Levison 2009). Haq e colaboradores (2009) avaliaram a atividade biolégica
do NOR comercial no tratamento da colibacilose aviaria em pombos
experimentalmente infectados na concentragdo de 10mg/kg de peso corporal, sendo
assim, concluiram que a que o NOR foi altamente eficaz contra E. coli, nao alterando
0s niveis sanguineos. Em outro relato, o qual foi avaliado o perfil farmacocinético do
NOR em pombos, apresentou resultados interessantes quanto a baixa ligagdo com
proteinas plasmaticas (albumina), sugerindo uma disponibilidade maior do NOR para
exercer seu efeito terapéutico (Alabbas; Al-dJumaili; Ibrahim, 2023). Além disso, sabe-
se que o volume de distribuicdo para administracdo oral do NOR é grande em
diferentes espécies de aves (Haritova; Lashev 2009; Alabbas; Al-Jumaili; Ibrahim,
2023), sendo assim, com um alto volume de distribuicdo, garantira uma maior
acessibilidade em diferentes espagos anatébmicos, englobando o compartimento
intracelular (Chifiriuc et al. 2016).

Algumas pesquisas foram realizadas sobre a utilizagdo do NOR em parasitos.
Lat e Thein (2001), avaliaram o efeito in vivo do NOR em galos infectados com
Ascaridia galli na concentragao de 40mg/kg e constataram que o farmaco reduziu em
53,3% a contagem dos helmintos, por mais que o antihelminticos apresentem uma
eficacia maior para esse parasito (100%), o NOR parece ser um fator positivo no
ganho de peso destes galinaceos infectados e tratadoscomparados com os anti-
helminticos convencionais. Em outro estudo, avaliaram a eficacia do NOR em Babesia
spp. onde sua melhor atividade in vitro foi na concentragdo de 400uM com
concentracédo letal de 50% (CLso) de 59,52 uyM (RIZK et al., 2018). Pradines e

colaboradores (2001) avaliaram a atividade in vitro de diversas quinolonas, incluindo
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Abbreviation: Metronidazole (MTZ); Benzofuroxan-derived (BZX); Half maximal inhibitory concentration
(IC50); Minimum inhibitory concentration (MIC); standard deviation (SD); Nitric oxide (NO); Nuclear
magnetic resonance spectroscopy (NMR); Dimethylsulfoxide (DMSO); T. wvaginalis lactate
dehydrogenase (TvLDH); Cathepsin-like cysteine protease (TvCPC); American Type Culture Collection
(ATCC); Trypticase-yeast extract-maltose (TYM); bovine serum (SBS); Chlorine molecule (Cl); Methoxy
group (OCH3); Amino group (NH); Lactate dehydrogenase (LDH).

Abstract

Trichomoniasis is a sexually transmitted infection caused by the protozoan
Trichomonas vaginalis. Currently, trichomoniasis is treated with the class of
nitroimidazoles, namely,metronidazole; however, resistant isolates and strains have
been reported. The compounds derived from benzofuroxan are biologically active
heterocycles. This study evaluated the in vitro antiparasitic activity of these compounds
in trophozoites of T. vaginalis and determined the mean inhibitory concentration (ICso),
minimum inhibitory concentration (MIC), mortality curve, and cytotoxicity. The
compounds were named EH1, EH2, EH3, and EA2 and tested in various
concentrations: 100 to 15 pM (EH1 and EH2); 100 to 5 yM (EH3); and 100 to 25 yM
(EAZ2), respectively. The greatest efficacy was observed in the highest concentrations
in 24 h, with inhibition of approximately 100% of trophozoites. Compounds EH2 and
EH3 had the lowest MIC: EH2 (35 pM) and EH3 (45 uM), with IC50 of 11.33 yM and
6.83 uM, respectively. Compound EA2 was effective at the highest concentrations. The
activity of the compounds in T. vaginalis started in the first hour of incubation with 90%
inhibition; after 12 h, inhibition > 95% was observed. Compound EH1 showed the
lowest activity, with the highest activity between 12 and 24 h after incubation. These
results demonstrate that benzofuroxan derivatives are promising compounds for the in

vitro treatment of T. vaginalis.

Key words: Trichomonadidae, flagellated protozoa, synthetic compounds,

heterocycles, human trichomoniasis.
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1. Introduction

Trichomonas vaginalis is a flagellate protozoan responsible for trichomoniasis [1].
Currently, this non-viral sexually transmitted infection as the highest prevalence.
According to estimates from the World Health Organization, there are 156 million cases
globally [2,3]. This disease affects the urogenital system of men and women and mainly
causes vaginitis, urethritis, cervicitis, and genital ulceration [4,3]. Trichomoniasis is
related to several risk factors, including personal hygiene, unprotected sex, phase of
the estrous cycle, bacterial vaginosis, and socioeconomic conditions [5,6]. Patients
infected with T. vaginalis are at an increased risk of acquiring the human
immunodeficiency virus (HIV), which may enhance genital dissemination of the virus.
[7,8]. Furthermore, HIV may interfere with the diagnosis of trichomoniasis or reduce
the effectiveness of trichomoniasis treatment, increasing susceptibility to infection
[9,10].

The recommended drug class for treating trichomoniasis is 5-nitroimidazoles.
According to the United States Food and Drug Administration, only metronidazole
(MTZ) and tinidazole are approved for treating trichomoniasis, and the standard
treatment has not changed since 1960 [11,12]. MTZ is the standard drug used to
control trichomoniasis, and although the cure rate is satisfactory, treatment failures and
the development of drug-resistant strains have been reported. The estimated
resistance to MTZ is 2%—-10% [13,14]. Their mechanism of action is not fully
understood. MTZ penetrates by passive diffusion and is activated in the
hydrogenosomes of T. vaginalis. After the reductive activation of its nitro group and the
reduction of the parasite's ferredoxin, MTZ generates a toxic nitro radical that leads to
the death of the protozoan [15].

Benzofuroxan compounds (BZX) are heterocycles that exhibit biological activity
relevant to trichomoniasis [16,17,18]. Benzofuroxan compounds can generate reactive
oxygen/nitrogen species, including nitric oxide (NO) [19]. The antiparasitic activity of
NO has been reported against protozoa of the genera Plasmodium sp., Leishmania
sp., and Trypanosoma cruzi [20,21,19] Due to the presence of the subunit =N(—0)O
in BZX, perceiving electron acceptor characteristics similar to those of aromatic nitro
compounds (N-oxides) used with bio-reductively activated antitumor and cytotoxic
properties is possible [22]. Similarly, BZX derivatives have similarities with N-oxides,

such as reactions with electron-transferring flavoenzymes. Thus, the BZX system is a
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promising alternative for treating trichomoniasis. Therefore, this study aimed to
evaluate the in vitro activity of four BZX: EA2, EH1, EH2, and EH3.

2. Materials and Methods

2.1 General considerations

Synthetic reactants were commercially purchased from Sigma-Aldrich®, Merck®,
TCI®, and Alfa-Aesar®. Solvents were treated according to standard procedures. 'H
and '3C Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) analyses were performed
at the Chemistry Department of the Federal University of Santa Maria (Rio Grande do
Sul, Brazil) by using a Bruker Avance Il HD NMR spectrometer. All NMR spectra were
recorded in deuterated solvents (CDCIls and dimethylsulfoxide(DMSO)-d6) by using
tetramethylsilane (TMS) as a reference (singlet, 0.00 ppm). The results are shown in
ppm. Elemental Analysis % (CHN) analysis was obtained at the University of Sdo
Paulo (Sao Paulo, Brazil) using a Perking-Elmer CHN% 2400e. Melting points were
recorded in an Fusometer type MQAPF Melting Point apparatus (Micro-quimica®).
Thin-layer chromatography was performed on 0.25 mm Merck® GF2s4 silica plates,
employing 254 nm ultraviolet light and iodine vapor or acidic hydromethanolic vanillin

solution for visualization.

2.2 Compounds derived from benzofuroxans

The compounds used in this study were synthesized at the LabSelen-NanoBio
laboratory (Federal University of Santa Maria). They were named according to the
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) nomenclature (Fig. 1)
(unpublished data).

EA2:"6-((5-(4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2
yl)carbamoyl)benzo[c][1,2,5]oxadiazole 1-oxide;

EH1:“6-(2-(3-(4-phenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-carbonyl)benzolc][1,2,5]oxadiazole 1-

oxide”

EH2:"6-(2-(3-(4-Methoxyphenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-carbonyl)hydrazine-1-
carbonyl)benzo|c][1,2,5]oxadiazole 1-oxide";

EH3:“6-(2-(3-(4-Chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-carbonyl)hydrazine-1-

carbonyl)benzo|c][1,2,5]oxadiazole 1-oxide
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Fig. 1. Chemical structure of compounds used against T. vaginalis: EA2, EH1, EH2,
EHS3.

2.2 Synthetic procedures

Compounds EH1 (Fig 2. 7a), EH2 (Fig 2. 7b), and EH3 (Fig 2. 7c) were obtained using
condensation between hydrazides 6a-c and benzofuroxan-6-carboxylic acid, 2 [23,24].
Benzofuroxan-6-carboxylic acid (Fig 2. 2) was prepared using sodium hypochlorite-
promoted oxidation of 4-amino-3-nitrobenzoic acid (Fig 2. 1), according to the literature
[25].

The three-step route to obtaining hydrazides (Fig 2. 6a-c) was previously published by
our group, along with spectroscopic data and other characterization results [24].
Nitriles were converted into amidoximes [26], which were condensed with ethyl oxalyl
chloride, originating the ethyl 1,2 4-oxadiazole-5-carboxylates 5a-c [27].
Hydrazinolysis of the intermediate esters resulted in the production of hydrazides 6a-
c [28].

2.2 Synthesis of compounds EH1, EH2, EH3, and EA2

2.2.1 General procedure for the synthesis of diacylhydrazines

The synthesis of diacylhydrazines was performed as follows (Fig 2. 7a-c)
[25,26,27,28]: Triethylamine (2.5 mmol) and TBTU (0.55 mmol) were added to a 25
mL round-bottom flask containing a suspension of benzofuroxan-6-carboxylic acid (0.5
mmol) and the appropriate hydrazide 6a-c (0.5 mmol) in dichloromethane (5 mL). The

mixture was stirred for 2 h at room temperature until the starting materials were
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consumed, as verified by Thin-layer chromatography (TLC). Next, 5 mL of aqueous
HCI (2 mol . L-') was added, and the mixture was stirred for 5 min. The content was
transferred to a separatory funnel containing dichloromethane (50 mL), and the organic
phase was washed with aqueous 2 mol.L-' HCI (3 x 50 mL). The organic phase was
dried over anhydrous magnesium sulfate and filtered; next, the solvent was removed

under reduced pressure, resulting in diacylhydrazines (Fig 2. 7a-c).

1 % 2 0
HO o) - H N’
0 0
NH. N
1 2
OH o] N-o o)
N OEt i H
N N i N
! [ " an 2 + Ba-c » R N AN
-
NH o) o H
R o R
3a-c da-c Sa-c Ta-c
i
v
N-C  NHNH,
N o

6a-c

Fig. 2. Obtention of benzofuroxan-6-carboxylic acid. Conditions: i) a) potassium
hydroxide (KOH), EtOH, 70 °C, 15 min. b) NaClOaq), 0 — 5 °C, 1 h. ¢) HCl(aq), pH < 2
Yield: 75% (1 and 2). Route for obtention of hydrazides (6a-c). Conditions: i)
NH20H.HCI, NaOH, EtOH/ H20; rt, 15 a 20 h ii) EtO2CC(O)CI, DIPEA, THF; reflux, 2
h iii) N2H4.H20, EtOH; rt, 1 h R = H (a), OCHs (b), CI (c). Conditions for acquisition of
diacylhydrazines (7a-c. i) 2 (0.5 mmol), 6a-c (0.5 mmol), EtsN (5 eq.), TBTU (1.1 eq.),
dichloromethane (5 mL), rt, 2 h.

2.2.2 Synthesis of amide EA2
EA2 (Fig 3. 10) was obtained through EDC-promoted amide coupling between
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carboxylic acid 2 and 5-(4-methoxyphenyl)-2-amino-1,3,4-oxadiazole, 9 [29,30].
Amino-1,3,4-oxadiazole 9 was prepared using the method of Niu et al. [31].

In a round-bottom flask containing benzofuroxan-6-carboxylic acid 2 (0.5 mmol) and 2-
amino-5-(4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazole 9 (0.5 mmol) in a mixture of
dichloromethane (5 mL) and acetonitrile (5 mL) under magnetic stirring, this study
added EDC (0.6 mmol). After 2 h, the solvent was removed by rotary evaporation.
Next, the crude solid was triturated in 5 mL water and then vacuum-filtered and washed
with an additional 10 mL water. The resulting solid was transferred to a round-bottom
flask, and ethyl acetate (30 mL) was added. The solvent was removed under reduced

pressure, producing the amide (Fig 3. 10) (EA2).

0 ‘ N-N
Il ' HN—C |
H N - 0" N
B! Ll
\Z"“0CH,4 ~Z"S0CH,
8 9
0 0 s 0 0 N-N =
“.‘N"' "i : . L‘\ AU P OCH
“OH + N = N ~~0 p 3
o /I bl 0 _/] ] H -
N=NA N7 0CH, N
2 9

10 (EA2)

Fig. 3. Conditions for obtention of amino-1,3,4-oxadiazole (9): i) 8 (5 mmol),
NH2NHC(O)NH2.HCI (5 mmol), AcONa (5.5 mmol), MeOH, rt, 15 min., solvent removal.
Then, 12 (6.5 mmol), K2CO3 (10 mmol), dioxane (15 mL), 101 °C, 15 h . Yield: 78 %.
Conditions for obtention of amide EA2:i) 2 (0.5 mmol), (9) (0.5 mmol), EDC (0.6 mmol),
DCM (5 mL), MeCN (5 mL), rt, 1 h.

2.3Molecular docking

The EH3 compound was used for molecular docking because it has a lower half-
maximal inhibitory concentration (ICso) than the other compounds. The crystal structure
of T. vaginalis lactate dehydrogenase (TvLDH; PDB 5A1T) from the RCSB protein
database (http://www.rcsb.org/) was used. The structure of cathepsin-like cysteine
protease (TvCPC) was generated using the SWISS-MODEL server [32] based on the
UniProt entry A2DSU2 (TVAG_348010) [33]. Before executing the aforementioned
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step protein structures were prepared by removing other ligands and water molecules
using CHIMERA 1.5.3 software [34]. Non-polar hydrogen atoms and Gasteiger
charges [35] were added with blind docking [36]. Ligands were prepared according to
Trott e Olson [37] and Alves et al. [35]. Autodock Vina 1.1.2 software was used for the
simulation. The EH3 composite was built and optimized using Avogadro 1.11 software
[38]. The poses resulting from the anchoring of the study compound were observed
using Accelrys Discovery Studio 3.5. TvLDH and TvCPC were utilized because they
bind to the EH3 compound. In addition, according to the literature, lactate
dehydrogenase is an essential enzyme for the parasite's survival because it interferes
with its glycolysis. [33,35]. Cathepsin-like cysteine protease was used because of its
catabolic (catalytic) and immunogenic functions. The literature reported the interaction
of benzofuroxanes with the thiol group, in which the former modulated the catalytic

activity of cysteine-containing enzymes, inhibiting the protease. [57] [39]

2.4 Culture of Trichomonas vaginalis

The isolates of T. vaginalis 30236 were purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC), sensitive to MTZ, and cultured axenically in trypticase-yeast
extract-maltose (TYM) medium without agar (pH 6.0) supplemented with 5 mg/mL
streptomycin and 10% sterile inactivated (56°C for 30 min) bovine serum (SBS). The
tubes were incubated at 37°C under aerobic conditions [40]. Motility and morphology
were examined under a light microscope at 400x magnification. Before proceeding
with the antiparasitic assay, a trypan blue exclusion test (0.4%) was performed to

ensure a minimum viability of 95%, and a logarithmic growth phase was achieved.

2.5 Anti-Trichomonas vaginalis in vitro assay

BZX-derived compounds (EH1, EH2, EH3, and EA2) were synthesized and diluted in
DMSO to evaluate their antiparasitic potential in vitro against T. vaginalis. The assay
was performed on 96-well microtiter plates. Next, 150 pl of the culture at an initial
density of 2 x 108 trophozoites/mL in TYM medium was added to each plate and
incubated with 50 pl of the solution containing each compound. The plates were
incubated at 37°C and 5% COz for 24 h. Subsequently, the motility, morphology, and
viability of the trophozoites were evaluated using an aliquot (1:1, v/v) containing
trophozoites and trypan blue (0.4%), which was counted in a Neubauer chamber.
Controls were used for each assay: a negative control containing only the trophozoites;
a control with 0.6% DMSO; and a positive control with 100 yM MTZ (Sigma-Aldrich,
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St. Louis, Missouri, USA). The concentration of positive control (MTZ) was in
accordance with that of Sena-Lopel et al. [41].
Subsequently, the minimum inhibitory concentration (MIC) and ICso assays were
performed under the aforementioned conditions. Before determining the
concentrations used in the manuscript (graphs), a screening of all compounds at
concentrations from 5 to 100 yM was performed. Next, concentrations were selected
for each compound according to their effectiveness. The concentrations used for each
compound were 100, 75, 65, 55, 45, 35, 25, and 15 uM (EH1 e EH2); 100, 75, 55, 45,
35, 25, 15, and 5 uyM (EH3); and 100, 95, 85, 75, 65, 55, 45, and 25 uyM (EA2). The
MIC of each compound was confirmed by pouring the retained culture solutions in the
96-well plates into Eppendorf microtubes containing 1.5 mL TYM medium
supplemented with SBS and streptomycin. The MIC was used in these solutions, one
concentration above and one below, along with the controls. The microtubes were
again incubated at 37°C in 5% COz2 for 96 h. Trophozoites were counted every 24 h in
a Neubauer chamber to confirm the MIC. ICs0 was calculated using GraphPad Prism
8.0.1 software.
To understand the time required for the antiparasitic activity of the compounds against
T. vaginalis, this study determined the kinetic growth curve of the trophozoites. Again,
96-well plates were prepared according to the aforementioned methodology. MIC was
added to each plate and incubated at 37°C in 5% COz2 for 96 h, as were the controls.
Trophozoite viability was assessed under a light microscope, and growth was
monitored at 1, 6, 12, 24, 48, 72, and 96 h using the trypan blue dye exclusion assay
(0.4%). The assays were independently performed in triplicate and exposed to the
percentage of trophozoite viability compared with the negative control [41].
2.6 Cytotoxicity assay

Monkey renal epithelial cells (VERO) procured from the Cell Bank of the Laboratory of
Virology and Immunology of the Faculty of Veterinary Medicine of the Federal
University of Pelotas were used to evaluate the cytotoxic effect of the compounds; the
method used was that of Picoli et al. [42]. Cells were cultured in Minimal Essential
Medium (MEM) (E-MEM, Sigma-Aldrich®) supplemented with fetal bovine serum
(SFB, Gibco®, USA).

Cells were seeded in 96-well microagglutination plates (Kasvi®) at a density of 3 x
10% in a volume of 100 pl per well. Plates were incubated in an oven at 37°C in an
atmosphere of 95% humidified air and 5% COz2 for 24 h to form the monolayer. When
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the cells reached 80% confluence, they were treated with compounds EH1, EH2, EH3,
and EA2, previously diluted in DMSO at various concentrations: EH1 (75, 55, 35, and
28.71 uM); EH2 (55, 70, 15, and 11.33 uM); EH3 (45, 25, and 6.83 yM) and EA2 (100,
85, 55, 25, and 12.09 yM). The medium, MEM, was used as a negative control. The
plate was incubated incubated in a CO2 oven with humidified air (5% CO2 at 37°C) for
24 h. Cell viability was analyzed using the 3-(4.5-dimethyl-2-thiazolyl)-2.5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT) method. Next, 50 yl MTT was added to each well. The
plates were incubated for an additional 4 h under the aforementioned conditions. After
removing the cell supernatant, crystals were solubilized by adding 100 yL DMSO
(Sigma-Aldrich®) to each well; next, they were manually shaken and incubated at 37°C
for 15 min. The changes in viability after treatment were measured
spectrophotometrically using a plate reader (Thermo plate®) with a wavelength of 540
nm. All assays were performed independently in triplicate. Results were expressed as
viability (%) of cell growth compared with that of the negative control. The viability of
MTZ in VERO is described by Alves et al. and Sena-Lopes et al. [33, 41].

2.7 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using a one-way analysis of variance followed by
Tukey's test for multiple comparisons among groups. The probability value used was
P<0.05. The results of MIC are expressed as the mean * standard deviation (SD). The
ICs0 values were calculated using nonlinear regression. All analyses were performed

using GraphPad Prism 8.0.1 software.

3 Results

3.1 Characterization data of compound of EH1

Yield: 76%. Yellow solid, mp > 184.2 °C (dec.). Anal. Calcd. For C16H10N6O5.H20: C,
50.01; H, 3.15; N, 21.87. Found: C, 48.60; H, 3.04; N, 20.58. "H NMR (DMSO-d6, 600
MHz), é (ppm): 11.71 — 11.28 (br, 2 H), 8.23 (br, 1 H), 8.10 (d, 2 H, J = 6.8 Hz), 7.91
(br, 1 H), 7.68 — 7.62 (m, 3 H). '3C NMR (DMSO-d6, 150 MHz) & (ppm): 168.3, 168.0,
152.4,132.2,129.5, 127.3, 125.3 (some signals were not visible owing to tautomerism
at the BZX moiety) (Fig 2. 7a)

3.2 Characterization data of compound of EH2
Yield = 70%. Yellow solid, mp > 163.2 °C (dec.). Anal. Calcd. For C16H10NeO5.H20: C,
49.28; H, 3.41; N, 20.28. Found: C, 47.12; H, 3.84; N, 18.85. "H NMR (DMSO-d6, 600



284
285
286
287

288
289
290
291
292
293
294

295
296
297
298
299
300
301

302
303
304
305
306
307
308
309
310
311

312
313
314
315

MHz), & (ppm): 8.17 (br, 1 H), 8.02 (d,2 H, J= 8.7 Hz), 7.89 (br,2 H), 7.16 (d, 2 H, J
= 8.7 Hz), 3.85 (s, 3 H). '3C NMR (DMSO0-d6, 150 MHz) & (ppm): 168.3, 168.0, 152.4,
132.2,129.5, 127.3, 125.3 (some signals were not visible owing to tautomerism at the
BZX moiety) (Fig. 2 7b).

3.3 Characterization data of compound of EH3

Yield = 88%. Yellow solid, mp > 157.7 °C (dec.). Anal. Calcd. For C16H10NsO5.H20: C,
45.89; H, 2.65; N, 20.07. Found: C, 44.82; H, 2.86; N, 19.13. "H NMR (DMSO-d6, 600
MHz), 6 (ppm): 11.75 (br, 1 H), 11.27 (br, 1 H), 8.23 (br, 1 H), 8.10 (d, 2 H, J= 8.5 Hz),
7.88 (br,2H),7.71 (d, 2H, J=8.5Hz). '3C NMR (DMSO-d6, 150 MHz) & (ppm): 168.1,
167.5, 152.3, 136.9, 129.7, 129.1, 124.2 (some signals were not visible owing to
tautomerism at the BZX moiety) (Fig 2. 7¢)

3.4 Characterization data of compound of EA2

Yield = 46%. Yellow solid, mp = 130.7 — 132.4 °C. Anal. Calcd. For C16H10NsOs5.H20:
C,51.76;H, 3.53; N, 18.86. Found: C, 51.46; H, 3.47; N, 18.19. "H NMR (CDCls, 5 400
MHz): 8.48 (s, 1 H), 8.35 (br, 1 H), 7.87 (d,2 H, J = 8.8 Hz), 7.71 (br, 1 H), 7.01 (d, 2
H, J=8.8 Hz), 3.90 (s, 3 H). '3C NMR (CDCl3, d 100 MHz): 163.5, 154.6, 151.2, 128.9,
127.6, 114.7, 114.0, 55.6 (some signals were not visible owing to tautomerism at the
BZX moiety).

3.5 Molecular docking

The estimated free energy of binding (AGbind) was determined upon molecular
docking, and the interaction with an active site of TvLDH with AGbind of -10.03
kcal/was observed. Interaction of the carboxylate with electron-deficient atoms of the
BZX compound, a hydrogen interaction between diacyl hydrazine and the oxygen of
the aspartate carboxylate, another interaction between the carbonyl oxygen of diacyl
hydrazine and the hydrogen of serine, a hydrogen interaction between the nitrogen of
the 1.2—4 oxadiazole position and the hydrogen of the threonine alcohol, and a Pi
stacking interaction and a favorable van der Waals bond between the benzene ring

and phenylalanine were observed (Fig. 4. a)

Another protein used, TvCPC, showed an interaction with AGbind of -8.3 kcal/mol. The
interactions observed were between the carbonyl hydrogen of diacyl hydrazine and the
guanidinic hydrogens of arginine; the interaction between the Pi cation of guanidine

and the electron cloud of BZX, the interaction between hydrogen Pi between the



316  hydrogen of the starch of the peptide chain and the electron cloud of furoxans, the
317 interaction between the sulfur of methionine and the furoxan ring, and the interaction

318  of the alkyl-carbon-hydrogen bond with the oxygen of BZX (Fig. 4. b).
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321  Figure 4. Representation of 2D projection and predicted binding mode of EH3 with T.
322  vaginalis proteins TVCPC (a) and TvLDH (b). Distance (A) of hydrogen bonds between
323  specific residues and EH3 is shown in green. Van der Waals bonds are shown in light
324  green. Pi-Alkyl bonds are shown in light pink. Pi Cation (a) and Pi Anion (b) bonds are
325 shown in yellow. Unfavorable links are shown in red.

326

327  3.6In vitro assay (MIC)

328 In this study, compounds that reduced trophozoite viability from 95% to 100% were
329 considered to have trichomonacidal activity. All compounds used showed activity
330 against T. vaginalis at a concentration of 100 uM, the negative control and DMSO did
331 not affect the viability of trophozoites, and the positive control with MTZ reduced the
332  viability of protozoa by 100%. (Fig. 5).

333 Regarding the MIC, the concentrations that inhibited 95% or more of the trophozoites,
334 compound EH1 had a MIC of 75 yM (Fig. 5. b), reducing trophozoite viability.
335 Compound EH2 exhibited the lowest MIC (35 uM; mean 3.22 + SD 1.13) (Fig. 5. ¢)
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and inhibited up to 95.47%. For compound EH3, we considered the MIC of 45 pM (Fig.
5. d), where it reduced the viability in 95% of trophozoites, and EA2 with a MIC of 95
MM (mean 1.44 + SD 0.62) (Fig. 5. a) inhibited 98.17% of trophozoites. Additionally,
the 1Cs0 was statistically determined for each compound, and EH3 had a lower ICso
(6.83 uM; LoglC50-0,8347uM; R?=0,9642) (Fig. 5. d) than that with compound EH1,
which had an ICso of 28.71 uM (LoglCs0=1,458uM; R?=0,8481) (Fig. 5. B). Compound
EH2 presented an ICso of 11.33 uM (LoglCs0=1,054uM; R?=0,9876), and that of EA2
ICs0 was 12.09 uM (LoglCso0=1,082uM; R?=0,9766). Owing to the total inhibition of the
trophozoites, compounds EH1 (75 pM) and EH3 (35 uM) did not show a mean and SD.
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Figure 5. In vitro anti-T. vaginalis assay. MIC and ICso for the antiparasitic activity of
EA2 (a), EH1 (b), EH2 (c), and EH3 (d). Negative (untreated trophozoites), MTZ (100
uM), DMSO (0.6% solubilization vehicle). Asterisks represent a significant difference
atP <0.05to MTZ.

3.7 Assay in vitro (kinetic curve)
The data obtained from the kinetic growth curve showed that all tested compounds
reduced trophozoite viability by > 90% in the first hour of incubation, compared with

that of the negative control and MTZ (Fig. 6). When read after 6 h, the compounds with
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the lowest MICs, EH2 (35 puM) and EH3 (45 uM) (Fig. 6. c and d, respectively), inhibited
T. vaginalis the most. However, after 12 h of incubation, compound EA2 inhibited 100%
of trophozoites and persisted for up to 96 h (Fig. 6. a). Compounds EH2 and EH3
completely reduced trophozoite viability within 48 h (Fig. 6. c and d, respectively). For
compound EH1, the greatest inhibition (99.67%) was also achieved after 48 h, but

trophozoites proliferated again in the subsequent hours (Fig. 6. b).
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Figure 6. Kinetic growth curve of T. vaginalis about the concentration of the MIC of
compounds EA2 (a), EH1 (b), EH2 (c), and EH3 (d). Negative control (untreated
trophozoites), MTZ (100 uM), DMSO (0.6% solubilization vehicle). Asterisks represent
a significant difference at P < 0.05 to MTZ.

3.8 Cytotoxicity assay

The viability of VERO ranged from ~55% to ~90%. For the ICso of the EH2 compound,
the viability was 93.51%. For the ICso of the EA2 compound, the viability was 90%;
furthermore, this compound showed significant viability at concentrations of 55 yM and
25 uM (~82% and ~91%, respectively).

4. Discussion
The compounds EH1, EH2, and EH3 used in this study are new, and their biological
activity has never been tested. However, the antiparasitic activity of compound EAZ2 in
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Trypanosoma cruzi [43] has been reported. All these N-oxide-derived heterocycles
showed promising activity against T. vaginalis in our results. This phenomenon was
demonstrated in the results of the kinetic growth curve, in which compounds EA2, EH1,
and EH2 showed no statistical difference in the reduction of trophozoite viability
compared with that with MTZ after 12 h, which was similar to that of compound EH3,

which showed no significant difference after 6 h of the experiment.

The positive control (MTZ) had its highest activity at 24 h (100% inhibition). Our results
differ from those of Das Neves et al. and Alves et al. [44, 35]. Both of those studies
observed the total effectiveness of MTZ after 12 h by using the concentration of 100
MM and against the same ATCC of T. vaginalis used in our study (Fig. 5). In the kinetic
growth curve, the compounds EH2 and EH3 are presented similarly, at concentrations
of 35 uM and 45 uM, respectively (Fig. 5 d and c).

Use of BZX has been described against flagellated protozoa, T. cruzi [45,46,43],
Leishmania amazonenses [47], and Plasmodium sp. [48,49], in addition to its
antitumor, antibacterial, and antifungal activity [50,51]. A few reports of N-oxide
derivatives against T. vaginalis are available. Aguirre et al. [52] evaluated compounds
derived from imidazole and benzimidazole N-oxides in T. vaginalis and T. cruzi. They
obtained promising results with compounds against T. vaginalis at a concentration of
100 ug/mL and linked the parasitic activity to the lipophilicity of these derivatives, owing
to the carbon portion of the protozoan nucleus being hydrolyzed and then converted
to N-oxides. Three mechanisms of action of these compounds may be related to the
antiparasitic activity: release of NO, physicochemical properties of the compounds, and

interaction with thiol group enzymes (- SH) [563, 54, 55, 19].

One study suggested that the NO moiety of these compounds can release toxic
radicals such as NO, which generate reactive oxygen and nitrogen species and are
responsible for destabilizing the Trypanosoma cell membrane [54]. A similar
mechanism can be applied to T. vaginalis because the activity of these compounds is
associated with their ability to inhibit the cellular respiration of the parasites [45].
Compound EA2 was used in vitro against T. cruzi, and although at different
concentrations than those in our study, it was effective, inhibiting 100% of
epimastigotes within 48 h (1%, 0.5%, and 0.25%) [43]. Notably, the MIC of EA2 (95
MM) inhibited trophozoite viability (99.45%) in the first 12 h, and trophozoites did not
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multiply after 24 h at the end of the experiment. There was no statistical difference
between the groups after 12 h. Even at the highest MIC of the other compounds tested,
EAZ2 was promising against T. vaginalis, with an ICso of 12.09 yM. Moreover, this did
not exhibit cytotoxicity at IC50, 55 yM, and 25 uM concentrations, and significant
results were observed regarding inhibiting the protozoan.

The substituents present in the chemical structure of each compound are probably
related to their antiparasitic activity because there is a chlorine molecule (Cl) in EH3
and a methoxy group (OCH3) in EH2, a methoxy group (OCH3) in EA2, and an amino
group (NH) one less than that in the other compounds. Boiani et al. [19] tested the
derivative BZX 1.3-dioxides using a methoxy substituent (OCH3) against three strains
of T. cruzi and three species of Leishmania sp. and reported low activity in both
parasites. This finding differs from that of our study, where EH2 and EA2 have the
same substituent and were effective at different concentrations against T. vaginalis.
Although they are neither the same protozoa nor the same compound, this difference
in the substituent in our study may be related to their biological activity.

Jorge et al. [65] tested BZX derivatives against three strains of Staphylococcus aureus.
They reported the bactericidal activity of hydrophobic substituents (Cl, CF3, Br)
attached to the benzene fraction, as well as compounds with an electron character in
the substituent (e.g., NH2 and OCH3). This result agrees with our results: we observed
an antiparasitic activity with the lowest ICso0 (6.83 pM) in the EH3 compound, relating
the best antiparasitic activity to the hydrophobic ClI molecule of the benzene ring.
Furthermore, both studies positively correlated a methoxy group with anti-trichomonas
and antimicrobial activities. Therefore, the physicochemical properties of the
compounds may influence their biological activity.

Thiol groups (-SH) are relevant agents in oxidation/reduction processes [56,57]. We
posit that the activity of BZX may also be related to surface proteins, especially in the
thiol groups (- SH) in the thiolate form, because the interaction of BZX with—SH has
been reported [39, 58, 53]. Furthermore, thiol groups are possible targets for NO and
can modulate the catalytic activity of cysteine-containing enzymes [59]. This activity
may be related to the inhibition of cysteine-type proteinases, abundant on the surface
of T. vaginalis [60,61], providing for the maintenance/protection of - SH on the surface
of the parasites; thus, cysteine-type proteinases are notable surface protein for the
survival of the protozoan [62,63].

These results indicate that BZX derivatives are concentration-dependent; the higher
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the concentration, the stronger the inhibition of trophozoites. All compounds tested at
the highest concentration (100 uM) were effective within 24 h. This result suggests that
NO inhibits the dose-dependent enzymatic action of BZX [59]. Therefore, Cerecetto
and Porcal [64] stated that trypanocidal activity is reduced when the N-oxide fraction
is removed from the compound. We suspect that this finding case also applies to T.
vaginalis and that NO release is the main culprit for parasitic activity.

The ATCC 30236 strain is sensitive to MTZ and exhibits heterogeneity due to the
presence of high molecular weight proteins. Additionally, this strain possesses
chaperones, such as HSP70, which are responsible for properly folding other proteins,
ensuring that they achieve the correct three-dimensional structure [65,66].

Proteases are known to perform important biological processes in protozoa [67] (e.g.,
cytoadherence, cytotoxicity, and homolysis) relevant to the pathogenesis of
trichomoniasis [68,61]. Lactate dehydrogenase (LDH) is an enzyme found in most
living cells and plays a notable, role in catalyzing the interconversion of lactate to
pyruvate and converting nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) into NAD+ [69,65].
Energy production depends on the catalytic routes of LDH and malate dehydrogenase
because the protozoan depends on glycolysis. As such, they are ideal targets for
interaction with compounds. Thus, any attempt to negatively regulate or interrupt the
activities of these enzymes would be self-destructive for the parasite. T. vaginalis
energy is generated through substrate-level glycolytic phosphorylation, which converts
pyruvate to molecular hydrogen and acetate. In the crystal structure of TvLDH, Leu9
(leucine) has been observed [70,71,72]. According to Westrop et al. (2017) [73], LDH
has broad specificity for leucine-derived hydroxy acids. This finding suggests that the
parasite produces a significant amount of 2-hydroxyisocaproate acid, indicating that
leucine catabolism is important for the viability of trophozoites Since 1960, a drug other
than 5-nitroimidazoles has not been available that inhibits TvLDH other than 5-
nitroimidazoles [74]. In this study, in silico analysis by molecular docking showed that
the binding site of EH3 interacted with the binding sites of TvVCPC and TvLDH,
suggesting that these proteins are related to the action of these compounds against T.
vaginalis. Therefore, the BZX system is promising for developing new drugs that target
the protozoa associated with public health.

Based on the findings of this study and those of the literature, our conclusion is that
the BZX compounds can reduce the number of trophozoites within a few hours after

the experiment at a concentration of MIC and inhibit their proliferation again over time.
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Compounds EH2 and EH3 had the lowest ICs0 and were the most promising. Further
research should be conducted in vivo to explore a new form of treatments for
trichomoniasis and attempt to determine the mechanism of action of these compounds

in T.vaginalis.
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Resumo

Trichomonas vaginalis € o agente etiolégico da tricomoniase humana, uma Infecgéo
Sexualmente Transmissivel (IST) de distribuicdo global. Este protozoario infecta
ambos os sexos, porém clinicamente manifesta-se com maior frequéncia em
mulheres. Atualmente, o tratamento comercialmente disponivel para tricomoniase
baseia-se no uso de farmacos da classe dos 5-nitroimidazéis, com destaque para o
metronidazol (MTZ). A busca por novos compostos com atividade tricomonicida &
essencial e neste cenario, os derivados de benzofuroxanos (BZX), compostos
heterociclicos amplamente empregados como estruturas base para diversos
farmacos, despertam interesse devido a sua vasta atividade biolégica. Deste modo, o
objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade antiparasitaria, e o status
antioxidante/oxidante bem como a expressao génica de compostos derivados de
benzofuroxanos N-éxidos contra T. vaginalis. Nossos resultados revelaram que os
compostos EH1, EH2, EH3 e EA2 exibiram uma eficacia notavel contra o protozoario
nas maiores concentragbes (75 e 100 pM). Além disso, esses compostos
demonstraram atividade oxidante nas mesmas concentragdes e em diferentes
intervalos de tempo. Sua capacidade antioxidante mostrou-se promissora em diversos
testes e tempos, assim como sua habilidade em causar a peroxidacéao lipidica. Ao
analisar a interagao desses compostos com enzimas especificas do T. vaginalis
(PFUR A e B, malica, hidrogenase) na concentragdo de 55 pM apds 5 horas de
tratamento, observamos que EH1, EH2 e EH3 potencializam a expressao génica das
proteinas PFUR e hidrogenase. Por outro lado, a molécula EA2 super expressou
apenas a enzima malica. Conclui-se que o0 mecanismo de acdo desses compostos
pode estar relacionado a modulagéo na producao de espécies reativas ao oxigénio
(ROS), que danificam a membrana dos protozoarios e interagem com enzimas vitais

para a sobrevivéncia do parasito.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis; antioxidante; oxidante; expressao génica.

Abstract

Trichomonas vaginalis is the etiological agent of human trichomoniasis, a globally

distributed Sexually Transmitted Infection (STI). This protozoan infects both sexes but
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clinically manifests mainly in women. Currently, the available treatment is carried out
with drugs of the 5-nitroimidazole class, primarily metronidazole (MTZ). The search for
new compounds with trichomonacidal activity is essential, and in this scenario,
benzofuroxane derivatives (BZX), heterocyclic compounds widely employed as
structural bases for various drugs, are of interest due to their vast biological activity.
Thus, the aim of this study was to evaluate the antiparasitic, antioxidant/oxidant, and
gene expression capabilities of benzofuroxane N-oxide compounds in the protozoan
T. vaginalis at concentrations of 55 yM, 75 yM, and 100 uM. Our results revealed that
the compounds EH1, EH2, EH3, and EA2 exhibited remarkable efficacy against the
protozoan at concentrations of 75 yM. Additionally, these compounds demonstrated
oxidant activity at the same concentrations and different time intervals. Their
antioxidant capacity proved promising in various tests and times, as well as their ability
to cause lipid peroxidation. Analyzing the interaction of these compounds with specific
enzymes of T. vaginalis (PFUR A and B, malic, hydrogenase) at a concentration of 55
MM after 5 hours of treatment, we observed that EH1, EH2, and EH3 expressed both
PFUR and hydrogenase. On the other hand, EA2 expressed only the malic enzyme. It
is concluded that the mechanism of action of these compounds may be related to the
production of reactive oxygen species (ROS), which damage the protozoa's membrane
and interact with vital enzymes for the parasite's survival. Promising antioxidant activity

was also observed.

Keywords: Trichomonas vaginalis; antioxidant; oxidant; gene expression; in vitro
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Introducgao

As Infeccbes Sexualmente Transmissiveis (ISTs) causam um impacto
significativo na saude humana a curto e longo prazo (Torrone et al., 2021), dentre as
quais destaca-se a tricomoniase. A tricomoniase &€ causada pelo protozoario
Trichomonas vaginalis considerada a IST n&o viral de maior prevaléncia mundial cuja
incidéncia mundial é de 156 milhdes de casos (Rowley, 2019), sendo 4,3 milhdes de
novos casos no Brasil (Rey, 2002, Almeida et al., 2010; Lima et al., 2019).

Trichomononas vaginalis acomete na maioria dos casos o sistema génito-
urinario de homens e mulheres de forma assintomatica. Em mulheres, os sintomas se
manifestam por corrimento vaginal, disuria, dor abdominal e prurido. Os homens
podem apresentar sintomas que incluem o surgimento de corrimento branco , uretrite,
disuria e prostatite (Van Gerwen; Muzny, 2019; Van Gerwen et al., 2021).

O tratamento recomendado para o género Trichomonas spp. consiste na
administracdo de 5-nitroimidazéis, particularmente o metronidazol, devido a sua
segurancga terapéutica e a utilizagdo de doses baixas. Porém, atualmente, a taxa de
resisténcia a esse medicamento varia entre 11% e 28%, o que representa um grave
problema de saude publica (Robinson,1962; Mtshali et al., 2022; National Center for
Health Statistics 2021). Acredita-se que a capacidade da resisténcia ao MTZ esta
relacionada com o genoma do parasito (Conrad et al., 2012; Graves et al., 2023).

Os benzofuroxanos (BZX) sdao moléculas de oxigénio importantes por
possuirem compostos bioativos sintéticos e naturais (De Simone et al., 2004; Khanam,
Shamsuzzaman 2015), sendo assim, utilizados como base construtora para diversos
medicamentos com propriedades farmacoldgicas, incluindo antiparasitaria (Thévenin
et al., 2013), oxidantes (Karatas et al., 2006) e antioxidantes (Chand et al., 2017).
Atualmente, é significativamente importante a busca de novos compostos bioativos
tanto na industria agroquimica quanto na farmacéutica, onde mais de 60% dos
principais medicamentos disponiveis no mercado possuem pelo menos um nucleo
heterociclico como parte integrante da estrutura geral do composto (McGrath;
Brichacek; Njardarson, 2010; Khanam, Shamsuzzaman, 2015).

O oxigénio é essencial para os seres vivos, desempenhando um papel crucial
em uma diversidade de processos biolégicos. No entanto, durante o desequilibrio
oxidativo/antioxidante, o oxigénio pode gerar a formagao de radicais livres tais como
o radical hidroxila (OH:), radical superdxido (O2~), peréxido de hidrogénio (H202).

Essas espécies reativas de oxigénio (ROS) tém a capacidade de danificar células e
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Portanto, surge a necessidade de substéncias antioxidantes, as quais tém a
capacidade de reduzir ou inibir a oxidagao provocada pelos radicais. Assim, essas
substancias desempenham um papel relevante na prevencdo de enfermidades
(Morais et al., 2009).

Destaca-se que a busca por novos alvos terapéuticos para o tratamento de
doencas parasitarias € desafiador devido ao fato de que os protozoarios compartilham
muitas caracteristicas com seus hospedeiros, dificultando a criagdo de medicamentos
eficazes e seletivos. (Gonzalez, 2007). Este estudo teve como objetivo avaliar a
capacidade antioxidante/oxidante e antiparasitaria de compostos derivados
benzofuroxanos N-6xidos denominados EH1, EH2, EH3 e EA2 assim como o efeito

sobre a expressao génica de enzimas do T. vaginalis in vitro

Material e métodos

Compostos derivados dos benzofuroxanos

Os compostos utilizados nesta pesquisa foram sintetizados no laboratério
LabSelen-NanoBio, localizado na Universidade Federal de Santa Maria e estao
denominados de acordo com a nomenclatura IUPAC (disponivel para consulta
completa em De Giacometi et al., 2023). Na tabela 1 estdo listados os compostos

juntamente com suas respectivas nomenclaturas:

Cultivo de Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis (ATCC 30236), empregado neste estudo, demonstra
sensibilidade ao MTZ. Foi cultivado em condi¢cbes axénicas em meio de ftripticase-
extrato de levedura-maltose (TYM) (pH 6,0), adicionado de 5 mg/mL de estreptomicina
e 10% de soro bovino inativado (aquecido a 56 °C por 30 min) (SBS) estéril. Os tubos
foram incubados a 37 °C em ambiente aerdbico (Diamond, 1957). A viabilidade e a
morfologia foram examinadas por microscopia de luz com aumento de 100x e 400x.
Antes de prosseguir com o ensaio antioxidante, realizou-se um teste de exclusao
utilizando azul de tripano (0,4%) para garantir uma viabilidade minima de 95% e a
obtencdo da fase de crescimento logaritmico (Sena-Lopes et al., 2017).
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Ensaio in vitro Anti- Trichomonas vaginalis

A fim de avaliar a capacidade antiparasitaria dos compostos foi realizado um
ensaio in vitro, onde os compostos EH1, EH2, EH3 e EA2 foram sintetizados e
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO 0.6%). O teste foi realizado em placas de
microtitulacdo de 96 pog¢os. Em cada placa, foram adicionados 150 ul de cultura com
densidade inicial de 2x10° trofozoitos/ mL em meio TYM, seguido da incubagdo com
50 pl da solugao contendo cada composto (Sena-Lopes et al., 2017). As placas foram
incubadas a 37 °C em 5% de COg, por 24 horas. Em seguida, a motilidade, morfologia
e viabilidade dos trofozoitos foram analisadas utilizando uma aliquota (1:1, v/v)
contendo trofozoitos e azul de tripan (0,4%), que foi contada em cdmara de Neubauer.
Os controles utilizados para cada ensaio foram: um controle negativo contendo
apenas os trofozoitos; um controle com DMSO a 0,6%; e um controle positivo com
MTZ a 100 pM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). As concentracdes
empregadas para cada composto foram as seguintes: 100 yM, 75 yM, 65 uM, 55 pM,
25 pM. A ICso foi calculada utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1 (Sena-Lopes
etal., 2017).

Ensaio de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS)

Os grupos tratados e controle negativo (meio TYM e trofozoitos) foram
avaliados quanto a geracao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
em uma reagao acido-aquecimento, sendo o malondialdeido (MDA) selecionado como
indicador para a peroxidagao lipidica de acordo com Ohkawa e colaboradores (1979).
Para tanto, em placas de 96 pogos foram inoculadas com T. vaginalis (150 pL) e os
diferentes compostos (50 pL- 55 pM, 75 uM e 100 uM) juntamente com os controles
(meio TYM). As placas foram pré incubadas a 37 °C com 5% de COz por 24 h, 48 h,
72 h, 96 h. A concentragao de 55 uM também foi analisada em 5h (tempo da primeira
fissao binaria). Apés o tempo de incubagao de cada placa, aliquotas do tratamento e
controle de T. vaginalis foram novamente incubadas com 500 yL de 0,8% de &cido
tiobarbiturico, 500 uL de acido acético/HCI (pH 3,4) e 200 pL de SDS (dodecil sulfato
de sodio) a 8,1% a 95 °C por 60 minutos. A absorbancia das amostras foi medida a

532 nm e os resultados foram expressos em nmol/mL.
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Ensaio de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A avaliagdo da produgédo de ROS pelo T. vaginalis ap6s o tratamento com os
compostos EH1, EH2, EH3 e EA2 foi realizada através da oxidagado do 2'-7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) para diclorofluoresceina (DCF), como
indicador de ROS intracelular (adaptado de Cheng et al., 2015; Casaril et al., 2020).
Os trofozoitos (2x108) foram incubados juntamente com as concentragbes dos
compostos (55uM, 75uM e 100uM) e avaliados por -24 h 48 h, 72 h e 96 h
separadamente. A concentragao de 55 uyM também foi analisada em 5h. O grupo
controle incluiu trofozoitos ndo tratados (meio TYM), enquanto para controle positivo
os trofozoitos foram tratados com peréxido de hidrogénio (H202, 5 mM). Apds o tempo
de incubagao, o DCF-DA (10 pM) foi adicionado em cada pogo por 1 hora a 37°C.
Posteriormente, as amostras foram transferidas para um tampao Tris-HCl com pH 7,4
a uma concentragédo de 10 mM, e a fluorescéncia de DCF foi imediatamente registrada
por meio de um espectrofotdmetro de fluorescéncia (excitagdo/emissao 480/520 nm).

Os niveis de ROS foram quantificados em termos de unidades (U) de fluorescéncia.
Ensaio de Neutralizagdo do Radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)

O DPPH é um radical estavel empregado como substrato para avaliacdo da
atividade antioxidante in vitro de compostos, utilizando um ensaio desprovido de
células. Esse método baseia-se numa reacgao de transferéncia de elétron unico (SET)
e remocao de atomo de hidrogénio (Choi et al. 2002). Os compostos (55uM, 75uM e
100uM) foram incubados em uma solugao etandlica de DPPH (50uL). Para controle
positivo utilizou-se o acido ascérbico, como controle negativo o radical DPPH e como
controle veiculo, utilizou-se 0 DMSO 0.6%. Os tubos foram mantidos por 30 minutos
em ambiente escuro, e a absorbancia foi registrada a 517 nm. Como controle negativo,
empregou-se uma solucao de DPPH com agua destilada, enquanto para o controle
positivo, utilizou-se 100 uM de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico, Sigma Aldrich). Os resultados foram expressos como a porcentagem de

neutralizagao do radical DPPH em comparagao com o controle negativo.
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Ensaio de Neutralizagdao do Radical Azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico
(ABTS+-)

Para determinacdo da atividade antioxidante através do radical ABTS, foi
utilizado o meétodo descrito por Re e colaboradores (1999). As diferentes
concentragdes (55uM, 75uM e 100uM) dos compostos (EH1, EH2, EH3 e EA2) foram
adicionadas a 2mL de solugcdo de ABTS*. Para controle positivo utilizou-se o acido
ascorbico, como controle negativo o radical DPPH e como controle veiculo, utilizou-
se 0 DMSO 0.6%. Cada tubo foi incubado por 6 minutos a temperatura ambiente, no
escuro. Posteriormente, a redu¢édo na absorbancia foi medida a 734 nm, refletindo a
atividade de neutralizacdo dos compostos contra o radical ABTS. Os resultados foram

expressos em porcentagem (%).
Ensaio Poder Antioxidante Redutor de ions Férricos (FRAP)

O ensaio FRAP avalia a habilidade dos compostos em reduzir ions férricos
(Stratil et al., 2006). A solugao FRAP foi preparada misturando tamp&o acetato (38
mM, pH 3,6), 2,4,6-tripiridil s-triazina (TPTZ) (10 mM em HCI 40 mM) e solugéo de
FeCls (20 mM) na proporcao 10:1:1 (v/v/v). Em seguida, os compostos (10 yL) com
diferentes concentragbes (55, 75 e 100 uM) foram adicionados a 990 uL da solugao
FRAP, misturados e permitidos reagir no escuro a 37 °C por 40 minutos. A
absorbancia da atividade quimica resultante foi medida a 593 nm com um
espectrofotometro. Como controle positivo foi utilizado o acido ascoérbico (10 pM),

controle veiculo o DMSO 0.6% e controle negativo foi utilizado a solu¢cado de FRAP.
Analise de Expressao Génica de T. vaginalis

O RNA total proveniente de trofozoitos de T. vaginalis (107 células/mL) foi
extraido através do Reagente Trizol (Invitrogen), aderindo instrugdes sugeridas pelo
fabricante. A sintese de cDNA foi realizada utilizando 0,5 ug do RNA total obtido,
empregando o kit de alta capacidade (Applied Biosynthesis, Reino Unido), conforme
as orientagdes do fabricante. A combinagao para a reagdao de PCR (20 uL) continha
10 uL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Reino Unido), 300nM de
primers, 1uL de cDNA sintetizado, e agua livre de RNase-DNase. As condi¢des para
a reacao de PCR foram as seguintes: um ciclo a 95 °C por 5 minutos, seguido por 40

ciclos a 95 °C por 10 segundos e, em seguida, a 60 °C por 30 segundos. A analise da
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curva de fusdo foi conduzida conforme o protocolo de ciclagem com temperaturas de

95 °C por 15 segundos, 55 °C por 15 segundos e 95 °C por 15 segundos.

Todos os ensaios de PCR em tempo real foram realizados no sistema de PCR
em tempo real Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
EUA) usando os seguintes primers:

Actina Forward 5TCACAGCTCTTGCTCCACCA 3' e Reverse
5'AAGCACTTGCGGTGAACGAT 3' sequéncias (numero de acesso GenBank:
KF747377.1) (Dos Santos et al., 2015)

Piruvato-ferredoxina oxidorredutase A (PFORA) Forward 5'
CGGCTACGGTATGTTCAAGG 3' e Reverse 5 TCCTTGTCCTGATCCCAAAC 3,
sequéncias (numero de acesso do GenBank: U16822)

Piruvato-ferredoxina oxidorredutase B (PFORB) Forward 5'
CTGCAAGCTCCTTACACAGC 3' e Reverse 5 'AAGAGGGATTAGCCCAAGC 3,
sequéncias (numero de acesso do GenBank: U16823)

Enzima malica D Forward 5 CATCTGTTAGCCTCCCAGTCC 3' e Reverse 5'
ACGAGCAGCTTGTTCATCCT 3', sequéncias (numero de acesso do GenBank:
U16839)

Hydrogenase Forward 5 TGCACACGAAAGAAGGATGA 3' e Reverse &'
TCGCATGGTGTATCTGGTAA 3' (numero de acesso do GenBank: U19897) (Mead et
al.,2006)

O gene da actina foi utilizado como normalizador em todas as analises, de

acordo com Barbosa e colaboradores, 2023.

Anadlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando uma analise de variancia
de um fator, seguida pelo teste de Tukey para compara¢des multiplas entre grupos. O
valor de significancia utilizado foi p<0,05. Os resultados do ensaio antiparasitario sao
expressos como a média = desvio padrdo (DP). Os valores de ICso foram calculados
utilizando regressdo néao linear. Todas as analises foram realizadas utilizando o

software GraphPad Prism 8.0.1.
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Resultados

Ensaio in vitro

Neste estudo, compostos que reduziram a sobrevivéncia dos trofozoitos de 95%
a 100% foram considerados com atividade tricomonicida. EH1, EH2 e EH3
demonstraram eficacia contra T. vaginalis na concentracédo de 100 uM, o EA2 na
mesma concentragao inibiu 98.7% dos trofozoitos. O grupo de controle negativo e o
DMSO néao tiveram impacto na sobrevivéncia dos trofozoitos, enquanto o controle
positivo com MTZ reduziu a sobrevivéncia do protozoario em 100%. Na concentragao
de 25 uM, somente o composto EH3 inibiu 94.5% dos parasitos, os outros compostos
nao foram promissores, nao chegando a 90% de inibicdo. Na concentragéo de 55 uM,
os compostos EH2 e EH3 inibiram 100% dos trofozoitos e se mantiveram assim na
concentracdo de 75 yM. Os compostos EH1 e EA2 inibiram 100% e 95.6% na
concentragédo de 75 uM (Tabela 2).

Ensaio TBARS

Levando em consideragédo a importéncia da integridade da membrana para a
sobrevivéncia, investigamos se houve mudangas nos niveis de peroxidagao lipidica
apos o tratamento com os compostos EH1, EH2, EH3 e EA2 (FIGURA 1). No ensaio
de peroxidagéo lipidica TBARS, podemos observar que os compostos EH1 (Figura
1A, B, C e D), EH2 (Figura 1 F, G), EH3 (Figura 1 1, J, K), foram capazes de induzir
significativamente os niveis de peroxidacéo lipidica (p<0,05) r de modo dose-
dependente nos tempos adequados em comparagao com o controle em diferentes
tempos (meio TYM e trofozoitos) (Figura 1). Entretanto, o mesmo nao aconteceu
com composto EA2, que nao diferiu estatisticamente do controle (Figura1 M, N, O e
P).

Ensaio ROS

Dada a influéncia das ROS no contexto do estresse oxidativo e as potenciais
implicagdes para a viabilidade de parasitos, examinamos se a utilizacdo dos
compostos poderia desencadear a geragao de ROS no T. vaginalis, e assim
proporcionar uma agao oxidante. De forma geral, as concentragées dos compostos
em contato com os trofozoitos induziram significativamente a produ¢ao de ROS em

comparagao com o controle em diferentes tempos (Figura 2B). O composto EH1
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induziu a producado de ROS nas concentracdes de 55, 75e 100 upMem 72 he 75
e 100 em 96 h enquanto (Figura 3 C,D) o EH2 apresentaram ag¢ao oxidante em 24h
e 72h (Figura 3 E e G) e em 24h, 48h e 72h (Figura 3 M,N e O) respectivamente. O
composto EH3 provocou a produgao de ROS em apenas em 96h de contato (Figura
3L)

Ensaio DPPH e ABTS+

Para avaliar se compostos possuem alguma atividade antioxidante intrinseca, foi
realizado o ensaio de reducdo de DPPH. Os resultados indicaram que apenas o
composto EH3 foi capaz de neutralizar o radical em todas as concentragdes
testadas (55 pM, 75 uM e 100 uM) (Figura 4 C). O composto EA2 foi eficiente como
antioxidante apenas na concentragdo de 75 pM (Figura 4 D), enquanto o EH1
mostrou significativa diferengca na concentracdo de 100 uyM (Figura 4 A). Ja o
composto EH2 né&o foi capaz de neutralizar o radical, ndo sendo estatisticamente
diferente em nenhuma concentragao e dessa forma nao apresentando potencial
antioxidante para o radical DPPH (FIGURA 4 B).

No ensaio de neutralizacio do radical ABTS, foi possivel observar que todos os
compostos em todas as concentracdes revelando uma atividade antioxidante

promissora em comparagao com o controle positivo (FIGURA 5)

Ensaio FRAP

O ensaio FRAP foi empregado para avaliar a capacidade redutora dos
compostos, com o intuito de esclarecer a correlagao entre a atividade antioxidante e
o poder de reducdo. Os compostos exibiram capacidade redutora em relacido aos ions
férricos (Fe®*') e dessa forma demonstraram potencial antioxidante. Todas as
concentragdes testadas de todos os compostos foram estatisticamente significantes
em comparagcdo com o controle positivo. Além disso em nenhum dos compostos
apresentou diferenga estatistica entre as concentragdes (Figura 6). Entretanto o
composto EA2 foi o que apresentou as maiores médias variando de 1.12 (55 pM e
100uM a 1.17 (75 uM) (Figura 6 D).
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Expressao génica

A expressao génica das proteinas PFOR A, B, hidrogenase e da enzima malica
em T. vaginalis foi avaliada por gRT-PCR apdés 5 h de tratamento na menor
concentragdo dos compostos (55 uM) devido sua primeira fissdo binaria (Fig.7). A
analise foi realizada para avaliar a resposta transcricional do organismo a esses
compostos. Foram observadas diferengas estatisticas na expressdo desses genes
entre os grupos tratados com os compostos.

Podemos observar que o EH1 e EH3 promoveram um aumento significativos
(comparados com o controle) dos niveis de expressao das enzima PFOR B e
hidrogenase (Figura 7 B e C) , enquanto o EH2 apresentou um aumento significativo
na expressao da PFOR A e hidrogenase (Figura 7 A e C). Quanto a enzima malica,
praticamente todos os compostos inibiram sua expressdo em comparagdo com o
controle (Figura 7 D).

Entre os compostos testados o EH1 apresentou uma regulacgao positiva a PFOR
B seguidamente do EH3, enquanto o composto que mais expressou a PFOR A foi o
EH2. O Composto EA2 basicamente se comparou com o controle e ndo demonstrou
diferenca estatistica exceto na enzima malica, onde foi o composto que mais

expressou essa enzima (Figura 7 B,A e D).
Discussao

A atividade de compostos benzofuroxanos ja é relatada em outros protozoarios
como Trypanosoma cruzi, Leishmania sp. € Plasmodium spp. (Bonilla-Ramirez et al.
2018; Petry et al., 2021; Zarranz et al. 2006). Como podemos observar os compostos
EH1, EH2, EH3 e EA2 apresentam potencial tripanocida principalmente em
concentragdes maiores (100 uyM) quando incubados por 24h. E notavel que o
composto EH2 e EH3 sao capazes de inibir 100% os trofozoitos na concentragao de
55 uM, e dessa forma sdo os compostos que apresentam as menores ICso sendo
11.33 uM (EH2) e 6.83 uM (EH3). Além disso, em estudos anteriores envolvendo os
mesmos compostos, NO0sSso grupo de pesquisa observou uma atividade promissora
apos 12 horas de incubac&o em diversas concentragdes (De Giacometi et al., 2023).
Porém, quando ao mecanismo de acado dos benzofuroxanos acredita-se que eles
sejam capazes de interagir com a membrana celular dos protozoarios e liberar

espécies reativas de nitrogénio (RNS) e ROS (Gutierrez et al. 2009). Ha hipoteses que
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a presenca de diferentes substituintes no anel aromatico dos compostos possa estar
correlacionada com a sua atividade oxidante biolégica (Boiani et al., 2006; Jorge et
al., 2009

Benzofuroxanos, de maneira geral, sdo reconhecidos por suas propriedades
tanto antioxidantes quanto oxidantes (Chand et al., 2017; Chugunova et al., 2023).
EH1, EH2, EH3 e EA2 sdo moléculas que integram o sistema N-O0xido em sua
estrutura e esse tipo de heterociclos estdo cada vez mais no foco nas pesquisas
quimicas e medicinais. Isso se deve a sua caracteristica distintiva de possuir um
mecanismo de acgao dual (Cerecetto, Gonzalez, 2007).

A peroxidacdo lipidica representa um indicador de estresse oxidativo,
mensuravel por meio da quantificagdo da formacédo de malondialdeido (MDA), um
biomarcador para a lipoperoxidagao. Levando em conta que a peroxidagao lipidica é
um conjunto de reagdes desencadeadas por radicais livres, levando a uma
deterioragdo oxidativa de lipidios poli-insaturados, os quais sdo comuns nos
elementos constituintes das membranas biolégicas (Grotto et al., 2009). Constatamos
que os compostos EH1, EH2 e EH2 foram capazes de causar danos significativos na
membrana em diferentes concentragdes e tempos de contato, enquanto o composto
EA2 ndo demonstrou diferengas significativas.

Estudos recentes sugerem que a capacidade antioxidante de compostos
fendlicos é principalmente devida a sua habilidade de neutralizar radicais livres
(Soobrattee et al., 2005). Compostos fendlicos de origem natural e sintética, que
possuem grupos doadores de elétrons nas posi¢gdes orto, demonstraram ser
antioxidantes mais eficazes do que aqueles que possuem esses grupos na posi¢cao
meta (Lee et al., 2011; Cuvelier et al., 1992; Lee et al., 2015). Tanto o composto EA2
quanto o EH2 contém o grupo metoxila (OCH3) como substituinte na posigéo orto,
considerado um doador de elétrons (Lee et al., 2015). No entanto, apenas o EH2
apresentou significancia estatistica no ensaio TBARS. Em contraste, Sartini et al.
(2012), ao avaliarem a capacidade antioxidante de derivados benzofuroxanos,
observaram que a adi¢do de substituintes doadores de elétrons (OCH3) em certos
compostos resultou na reducao da atividade antioxidante, assim como a presenca de
grupos scavanger (sequestradores) de elétrons (Cl) na mesma posicdo do anel.
Diferentemente dos nossos resultados, tanto o EH1 (sem substituinte), EH2
(substituinte OCH3) quanto o EH3 (substituinte Cl) induziram a peroxidacéo lipidica

no 7. vaginalis.
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As ROS séo substancias produzidas naturalmente pelas vias metabdlicas das
células, sendo agentes altamente reativos e oxidantes que sao eficientemente
eliminados. Entretanto, a superprodugao e/ou acumulacdo de ROS podem resultar em
estresse oxidativo, ocasionando danos celulares como a quebra de lipidios, proteinas
e acido nucleico e assim poderiam conduzir a morte celular (Grotto et al., 2009; Katerji
etal. 2019). Ademais, ha relatos que o estresse oxidativo, decorrente da bio-oxidagao
do benzofuroxano, poderia ser o responsavel pelo dano as células de tripanossoma
(Persichini et al., 1999; Olea-Azar et al., 2003), considerando que o T. cruzi € o
T.vaginalis sao protozoarios flagelados, existe a possibilidade de que o mecanismo
de acdo seja semelhante, porém mais estudos devem ser realizados para confirmar a
hipétese.

Neste estudo, os compostos examinados exibiram atividade oxidativa,
estimulando a liberagdo de ROS em variadas concentragdes e intervalos de tempo. O
composto EH1 revelou diferengas significativas em comparagdo ao grupo controle
(trofozoitos e meio TYM) apos 72 horas de experimentacdo, nas menores
concentragdes analisadas. Em contraste, o composto EH2 liberou ROS nas primeiras
24 horas. O EH3 nao apresentou variagdes estatisticamente significativas em 48 e 72
horas, evidenciando alteracbes somente apds 96 horas, nas trés concentragdes
testadas. Dentre todos os compostos, o EA2 foi o que mais gerou ROS, mostrando
diferencas em relacdo ao controle em todas as concentragdes até 72 horas.

Visto que o estresse oxidativo pode levar a quebra de lipidios, é possivel
corroborar os dados obtidos no ensaio de TBARS, onde os compostos causaram
danos nas membranas dos trofozoitos, possivelmente pela geracdo de ROS causando
assim, um desiquilibrio metabdlico no parasito. Nesse contexto, o desequilibrio
mencionado, merece uma analise mais aprofundada onde pode estar intrinsecamente
ligado ao metabolismo do oxigénio e a sinalizagdo redox em T. vaginalis, o qual
promovem um ambiente pré-oxidativo. Considerando a auséncia de glutationa e
catalase nesta espécie, a defesa contra danos oxidativos em T. vaginalis depende
parcialmente da atividade enzimética. E possivel que os compostos interajam com
enzimas como a flavina tiorredoxina redutase, responsavel por essa protecéo
oxidativa, provocando assim um desequilibrio nas defesas antioxidantes do
protozoario (Mayer et al., 2009).

Conforme Gobec et al. (2015), a presencga de substituintes hidroxila e metoxila

nos anéis fendlicos confere uma influéncia significativa na capacidade antioxidante
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dos compostos. Os derivados de benzofuroxanos, além de suas propriedades
oxidantes, também exibiram uma notavel capacidade de neutralizar os radicais DPPH
e ABTS, conferindo-lhes uma agdo antioxidante. Notavelmente, essa atividade
antioxidante (ABTS) superou a agéo oxidante observada no ensaio de ROS. Portanto,
esses compostos se mostraram mais eficazes como antioxidantes do que como
agentes oxidantes. O ensaio utilizando o radical ABTS foi mais promissor do que o
ensaio utilizando o DPPH, uma vez que, todos os compostos em todas as
concentragdes reagiram significativamente na neutralizag&o do radical ABTS, isso ndo
foi possivel no DPPH. Haa e colaboradores (2009) ao avaliarem o potencial
antioxidante de oligostilbenos a base de benzofurano observaram que o ensaio ABTS
demonstrou uma capacidade antioxidante superior, apresentando valores mais
elevados quando comparado ao controle utilizado. Isso pode ser atribuido a maior
sensibilidade do ensaio ABTS em comparagdo ao DPPH devido a sua cinética de
reagao mais rapida e a resposta mais intensa aos antioxidantes (Lee et al., 2015).

Embora todos os compostos possuam um grupo NH capaz de transferir
facilmente um atomo de hidrogénio para o radical DPPH e assim neutralizando o
mesmo (Nazarbahjat et al., 2016), a atividade antioxidante intrinseca n&o foi
observada no composto EH2 e tampouco na concentracdo de 55 uM dos compostos
EA2 e EH1. Entretanto, o composto EH3 foi o melhor neutralizador de DPPH, sendo
estatisticamente relevantes em todas as concentragdes, quando comparadas com o
controle (acido ascorbico). Sugere-se que a energia de dissociagao da ligacdo N — H
pode ser facilmente quebrada, e assim o EH3 é capaz de liberar um radical hidrogénio
(H), que pode entdo agir como agente redutor, doando um elétron para neutralizar o
DPPH. Diferentemente de Rupapara e colaboradores (2023), onde correlacionam a
presenga de cloro (Cl) no anel aromatico como comprometedor da eficacia
antioxidante, em nosso estudo o EH3 foi promissor em sua atividade antioxidante,
sugerido dessa forma que outros substituintes sejam mais eficazes que o Cl na
neutralizagao de radicais livres.

Ademais, observamos que todos os compostos em todas as concentracoes
foram capazes de reduzir os ions férricos (Fe3*) doando elétrons e assim
neutralizando os radicais livres. A capacidade redutora nao foi dose dependente pois
nao houve diferencas estatisticas entre as concentragdes. Em pesquisas envolvendo
compostos oxadiazois, foi observado que muitos desses exibiam uma capacidade

redutora notavel quando presentes em altas concentragbes (Nazarbahjat et al., 2016).
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De maneira semelhante, os compostos empregados neste estudo, que sdo derivados
benzofuroxanos com a presenca de oxadiazodis e hidrazina em sua estrutura, também
demonstraram essas propriedades.

Os hidrogenossomos sao organelas desempenham um papel ativo nos
processos cataliticos, resultando na geragcdo de energia (ATP) e na liberagdo de
hidrogénio molecular, contribuindo assim para a regulagdo da manutengdo do
equilibrio redox (Mallo et al., 2013). Essa organela foi descrita através da
caracterizagdo de varias enzimas como hidrogenase, piruvato sintase e malato
desidrogenase (Hrdy et al., 2004). Ainda que complexos, os hidrogenossomos
compartilham algumas semelhangas com as mitocondrias, o que os levou a se adaptar
para funcionar em ambientes com pouco oxigénio (Tachezy et al., 2022), como é o
caso do T. vaginalis. O piruvato é utilizado como fonte de energia para reagbes de
geracéo de ATP que ocorrem independentemente de oxigénio. O metabolismo desse
parasito implica a atividade de PFOR e suas subunidades A e B, em conjunto com a
enzima malica, as quais exercem diversos papéis essenciais. Por exemplo, tanto a
PFOR quando a enzima malica sdo responsaveis por facilitar a conversao de piruvato
a acetil-CoA, no inicio da via metabolica, gerando o acetato, ATP, hidrogénio
molecular e didxido de carbono molecular como produtos (Benchimol, 2008; Tachezy
et al., 2022; LEITSCH, 2021; RADA et al., 2019). A hidrogenase, age na reoxidagao
da ferredoxina para gerar hidrogénio molecular, facilitando, desse modo, o
crescimento celular (GRAVES et al., 2019). Além disso, uma vez internalizado, o MTZ
funciona como um receptor de elétrons, entrando em competigao direta com a enzima
hidrogenase que é o aceptor natural e assim, o farmaco € capaz de impedir a produgéo
de hidrogénio molecular e inibir o trofozoito (Kulda, 1999; Graves et al., 2020).

Para que possamos compreender melhor os possiveis mecanismos de agao dos
compostos utilizados, foi realizada a expressao génica de enzimas importantes para
a sobrevivéncia do T. vaginalis, como PFOR A e B, hidrogenase e enzima malica,
apos os trofozoitos permanecerem incubados por 5 horas com 55 uM de cada
composto. O tempo de 5 horas foi selecionado considerando que o tempo estimado
para a primeira fissdo binaria dos trofozoitos em meio TYM varia de 4 a 5 horas
(Gelbart et al., 1990). Apds o periodo de exposi¢cao aos compostos, as mudangas nos
niveis de mRNA dessas enzimas-alvo foram significativamente distintas daquelas
observadas no grupo controle (meio TYM e trofozoitos). Tanto na PFOR A e B quanto

na hidrogenase houve uma regulagéo positiva dessas proteinas pelos compostos
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EH1, EH2 e EH3, com inibicdo da enzima malica. Esses resultados podem estar
relacionados a desequilibrios bioquimicos dos quais afetam as funcdes metabdlicas
essenciais para sobrevivéncia do T. vaginalis. Por esse motivo, as diferencas
observadas poderiam causar danos irreversiveis ao parasito e assim explicar a
atividade antiparasitaria dos compostos (Barbosa et al., 2023 b).

Contudo, concluimos que os compostos BZX (EH1, EH2, EH3 e EA2)
apresentaram atividade antiparasitaria in vitro contra T. vaginalis nas diferentes
concentracdes testadas. Seu possivel mecanismo de agao esta relacionado com a
capacidade de danificar a membrana dos trofozoitos e interagir com enzimas
importantes para sua sobrevivéncia (PFUR A e B, hidrogenase, malica). Ademais
constamos que os BZX sao promissores agentes antioxidantes. Estudos adicionais in

vivo devem ser realizados como perspectivas futuras.
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Tabela 1. Descricdo do composto e sua nomenclatura quimica, de acordo com a
IUPAC.

Composto Descrigao
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EA2

oxido

5-((5-(4-metoxifenil)-1,3,4-oxadiazol-2-

il)carbamoil)benzolc][1,2,5]oxadiazol-N-

EH1

oxadiazol-5-

N-Oxido de 6-(2-(3-(4-fenil)-1,2,4-

carbonil)benzolc][1,2,5]oxadiazol

EH2

N-Oxido de 6-(2-(3-(4-metoxifenil)-1,2,4-
oxadiazol-5-carbonil)hidrazina-1-

carbonil)benzolc][1,2,5]oxadiazol

EH3

N-Oxido de 6-(2-(3-(4-clorofenil) -1,2,4-
oxadiazol-5-carbonil)hidrazina-1-

carbonil)benzolc][1,2,5]oxadiazol

Tabela 2. Determinacao da viabilidade e ICso para a atividade antiparasitaria de EH1,

EH2, EH3 e EA2. Controle negativo (trofozoitos n&o tratados), controle positivo (MTZ-

100 pM), controle DMSO (veiculo de solubilizagdo 0,6%).0s resultados sao expressos

por meio da média e desvio padrdo. Todas as analises apresentaram P < 0.05 to

MTZ.
VIABILIDADE MEDIA % (+DP)

COMPOSTOS 25 uM 55uM  75uM 100 uM  ICso (uM)

EH1 52(+11.8)® 2866  O(x 0 (x0)° 28.71
(£7.7)20¢  Q)be

EH2 12 (+4.2)> 0 (x0)° 0 (x0)° 0 (x0)° 11.33

EH3 5.7 (x1.4)%® 0 (x0)° 0 (x0) 0 (z0) 6.83
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EA2 21.91 11.33 4.38 1.26 12.09

(£10.3)3®  (£1.9) (¢2.4) (20.81)P
b

CONTROLES Mean % (+SD)
NEGATIVO 100 (+0)
DMSO 100 (+0)
POSITIVO 0 (0)

@ |ndica diferencga estatistica (P< 0.005) em comparagéo com o controle positivo (MTZ)

b Indica diferengas estatisticas (P< 0.005) entre os tratamentos

Figura 1: Ensaio TBARS. Determinagéo da peroxidacéo lipidica dos compostos EH1
(A,B,C,D), EH2 (E,F,G,H), EH3 (l,J,K,L) e EA2(M,N,O,P) nas concentragcbes de 55uM,
75 pM e 100 pM em diferentes tempos (24h, 48h,72h, 96h) de incubagdo com
trofozoitos de T. vaginalis. Todas as analises apresentaram P <0.005 em comparagao

com o controle (trofozoitos n&o tratados).
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*Indicam a diferenca estatistica em comparagdo com o controle (P<0.005).
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Figura 3. Ensaio de ROS. Determinagao de espécies reativas ao oxigénio dos
compostos EH1 (A, B,C,D), EH2 (E,F,G,H), EH3 (I,J,K,L) e EA2(M,N,O,P) nas
concentragdes de 55uM, 75 pM e 100 uM em diferentes tempos (24h, 48h,72h, 96h)
de incubagdo com trofozoitos de T. vaginalis. Todas as anadlises apresentaram P

<0.005 em comparagéo com o controle (trofozoitos ndo tratados).
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*Indicam a diferencga estatistica em comparagéo com o controle (P<0.005).

Figura 4. Ensaio DPPH. Determinacdo da atividade antioxidante através da
neutralizacdo do radical DPPH nos compostos EH1 (A), EH2 (B), EH3 (C) e EA2 (D)
nas concentragoes de 55 yM, 75 yM, 100 uM. Controle positivo (C+ : 10 uM acido
ascorbico), Control (radical DPPH), Vehicle (0.6% DMSQ). Todas as analises
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apresentam valor de P < 0.005 em comparagao com o C+.

*Indica diferenga estatistica em comparagdo com o C+ (P<0.005).
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Figura 5. Ensaio ABTS. Determinacdo da atividade antioxidante através da
neutralizacdo do radical ABTS nos compostos EH1 (A), EH2 (B), EH3 (C) e EA2 (D)
nas concentragées de 55 uM, 75 uM, 100 uM. Controle positivo (C+: 10 uM acido
ascorbico), Control (radical ABTS), Vehicle (0.6% DMSO). Todas as andlises

apresentam valor de P < 0.005 em comparagdgo com C+.
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*Indica diferenga estatistica em comparagdo com o C+ (P<0.005).
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Figura 6. Ensaio FRAP. Determinagdo da atividade antioxidante através da
neutralizacdo do radical ABTS nos compostos EH1 (A), EH2 (B), EH3 (C) e EA2 (D)
nas concentragées de 55 uM, 75 uM, 100 uM. Controle positivo (C+: 10 uM acido

ascorbico), Controle (solugdo de FRAP), controle veiculo (0.6% DMSO). Todas as

FRAP EH1 FRAP EH2

Absorbance at 593 nm
Absorbance at 593 nm
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pM M
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analises apresentam valor de P < 0.005 em comparagao com C+.

*Indica diferenga estatistica em comparagao com o C+ (P<0.005).
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Figura 7. Perfil de expressao génica de T. vaginalis apos tratamento com os
compostos EH1, EH2, EH3 e EA2 na concentragdao de 55 uyM em 5 horas de
tratamento, A expressdo génica foi determinada por gRT-PCR. Os dados sao
apresentados como a média + desvio padrao de no minimo trés experimentos
independentes. Controle (controle negativo — trofozoitos ndo tratados). Todas as

analises apresentaram valor de P < 0.005 em comparacao com o controle.
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Figura 2: Ensaio de TBARS (A) e ROS (B) para determinagéo da peroxidacgao lipidica
e geracao de espécies de oxigénio dos compostos EH1, EH2, EH3 e EA2 nas
concentracdes de 55uM em 5 horas de incubagdo com trofozoitos de T. vaginalis.
Todas as analises apresentaram P <0.005 em comparagéao com o controle (trofozoitos

nao tratados).
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Abstract

Trichomonas gallinae is the protozoan responsible for avian trichomonosis, a disease
that affects the upper digestive tract of infected birds, causing various proliferative
lesions. The only class recommended for treatment is the 5-nitroimidazoles, among
which metronidazole is widely used. However, resistance to this class has already
been reported, and for this reason, new treatment alternatives are essential in
veterinary clinical practice. Ciprofloxacin (CP) and norfloxacin (NOR) are
fluoroquinolones, and nitrofurantoin (NF) is a nitrofuran; both antibiotics have a broad
spectrum and are effective in treating various bacterial and parasitic diseases. This
study evaluated the in vitro antiparasitic activity of these antibiotics on T. gallinae
trophozoites and determined the mean inhibitory concentration (IC50), minimum
inhibitory concentration (MIC), and mortality curve. All antibiotics were tested at
different concentrations: 5 mg/mL to 0.1 mg/mL (CP); 10 mg/mL to 0.25 mg/mL (NOR);
and 5 mg/mL to 0.03 mg/mL (NF). The highest efficacy was observed at the highest
concentrations (5 mg/mL-CP and NF; 10 mg/mL-NOR) within 24 hours, with inhibition
of approximately 100% of trophozoites. NF and NOR had the lowest MICs at 1 mg/mL
(NF) and 2 mg/mL (NOR), while CP was 3 mg/mL. The activity of antibiotics against T.
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gallinae began in the first hour of incubation, with over 98% inhibition for NOR
compared to approximately 65% for CP and NF. After 12 hours, inhibition of >95% was
observed, reaching 100% in 48 hours for all antibiotics. These results demonstrate that
CP, NOR, and NF are promising antibiotics for the in vitro treatment of avian

trichomonosis.
Keywords: Trichomonas gallinae, Flagellated Protozoan, Antibiotics,
Fluoroquinolone, Poultry.

Introdution

Trichomonas gallinae is a flagellated protozoan responsible for causing avian
trichomonosis. This parasite has been described for almost 15 decades and primarily
affects the upper digestive tract of birds (Rivolta, 1878).The main hosts belong to the
orders Columbiformes and Falconiformes. The rock pigeon (Columba livia) is the most
significant host in the spread of the disease and is considered the primary reservaoir,
as many animals can test positive for trichomonosis without showing clinical signs.
(Forrester, Foster, 2008; Robinson et al., 2010; Amin et al., 2014). In general,
trichomonosis shows a broad distribution and has been reported in several countries
(Bruni et al., 2019; Saikia et al., 2021; Hochleithner, Hochleithner 2021; Ebrahimi
Ahmadabad et al., 2023; Arfin et al., 2024).

Transmission occurs through host-to-host contact, but it can also be transmitted
through feeders, waterers, and fomites (Amin et al., 2014; Bruni et al., 2019). T.
gallinae exhibits a direct life cycle, and its multiplication occurs through the binary
fission of trophozoites. The severity of the disease depends on various factors, such
as the host's immunity and the pathogenicity of the strain (Amin et al., 2014; Zadravec
et al., 2017). The most severe clinical signs are associated with the presence of oral
lesions that progress and form caseous masses/abscesses. These lesions can
obstruct the esophageal and/or tracheal lumen, leading to bird mortality due to
starvation and/or suffocation (Ji et al., 2020; Brunthaler et al., 2022).

The treatment for this infection is carried out with drugs from the class of 5-
nitroimidazoles, including metronidazole (MTZ), dimetridazole, secnidazole, and
tinidazole (Munhoz et al., 1998; Inghelbrech et al., 1996, Biswas et al., 2010; Abd-ElI-
Motelib, Galal, 1993), with MTZ being widely used in clinical practice. The extensive
use and prolonged exposure time can lead to treatment failures. Furthermore, there
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are reports of drug resistance in strains of T. gallinae (Rouffaer et al., 2014; Tabari et
al.,, 2021). In this context, the search for new treatment alternatives becomes
necessary, and drug repositioning may be an option.

Drug repurposing is an emerging strategy to accelerate the validation of new
therapies by using existing drugs to treat new diseases, aiming to reduce costs and
expedite the development of new medications. (Ashburn; Thor, 2004; Chong; Sullivan,
2007). Among the drugs with this potential are quinolones, which are synthetic
derivatives with antibacterial activity, widely used in human and animal healthcare.
(Alés, 2003). Fluoroquinolones are used in the treatment of various infections, and
among the drugs in this class, ciprofloxacin (CP) and norfloxacin (NOR) are widely
recommended. The experimental use of CP has already been reported in Giardia
lamblia (Sousa; Poiares-da-Silva, 2001), Toxoplasma gondii and Plasmodium
falciparum (Dubar et al., 2011) as well as Trichomonas vaginalis (Inceboz, Inceboz e
Ozturk 2004). NOR is reported in Ascaridia galli (Lat,Thein 2001) and Plasmodium
falciparum (Pradines et al., 2001). Nitrofurantoin (NT) is an antibiotic that was derived
from a furan along with a nitro group; additionally, it contains a hydantoin substitute
(Squadrito; Del Portal, 2023). Its use is recommended for uncomplicated lower urinary
tract bacterial infections in humans; however, it has experimentally shown efficacy
against various protozoa, including T. vaginalis. (Buchner e Edwards, 1975), T. gondii
(Abdallah et al., 2022), Trypanosoma congolense (Suganuma et al., 2022).

Considering the limitations arising from therapeutic failures and the emergence
of resistant strains, it becomes necessary to explore new alternatives in the treatment
of avian trichomonosis. The objective of this study was to evaluate the in vitro activity
of the antibiotics Ciprofloxacin, Norfloxacin, and Nitrofurantoin against a clinical isolate
of T. gallinae.

Material and Methods

Acquisition of antibiotics

The antibiotics used were Ciprofloxacin (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, S&o Paulo,
Brazil); Norfloxacin (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brazil); and Nitrofurantoin

and MTZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), all commercially acquired.

Culture of Trichomonas gallinae
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The clinical isolate of T. gallinae used in this study originated from a naturally
infected native pigeon (Columba livia) (Baccega et al., 2019). The protozoan cultures
were maintained axenically in tryptone/yeast extract/maltose (TYM) culture medium
without agar (pH 7.4), supplemented with 5 mg/mL of antibiotic (streptomycin) and 10%
sterile inactivated fetal bovine serum (56°C for 30 min) (SBS). The tubes were
incubated at 37°C under aerobic conditions (Diamond 1957). To assess motility and
morphology, cultures were monitored over seven consecutive days using an optical
microscope (100x and 400x). Every 48 hours, trophozoites showing more than 95%
mobility and normal morphology were resuspended (Seddiek et al., 2014). Additionally,
a trypan blue exclusion assay was performed using 0.4% trypan blue to ensure a
minimum viability of 95% and that the logarithmic growth phase was achieved in the in

vitro test (Sena-Lopes et al., 2017).

In vitro assay against T. gallinae

The assay was conducted using 96-well microagglutination plates. In each well,
150 pl of T. gallinae culture (initial density of 2x108 trophozoites/mL) in TYM medium
was added and incubated with 50 pl of the solution containing each antibiotic
separately. The positive control was prepared with an MTZ dilution at a concentration
of 17 mg/mL. (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). The determination of this
concentration for control was due to previous assays. The negative control contained
only trophozoites in TYM medium, while the diluent control was prepared with 0.6%
DMSO. For the determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and 50%
inhibitory concentration (ICso), the antibiotics were diluted at randomly selected
concentrations, namely: Ciprofloxacin - 5 mg/mL, 3 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.3
mg/mL, and 0.1 mg/mL. Norfloxacin - 10 mg/mL, 5 mg/mL, 3 mg/mL, 2 mg/mL, 0.5
mg/mL, and 0.25 mg/mL. Nitrofurantoin - 5 mg/mL, 3 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL,
0.07 mg/mL, and 0.03 mg/mL. Additionally, the MTZ MIC test was conducted, where
the drug was diluted at concentrations of 17 mg/mL, 15 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL,
2 mg/mL, and 1 mg/mL. Subsequently, the plates were incubated at 37°C under
anaerobic conditions with 5% COz for 24 hours. Afterward, readings were taken using
an optical microscope (400x) to assess the maitility, viability, and morphology of
trophozoites after treatment with antibiotics. Trophozoite counting was performed in a

mirrored Neubauer chamber, using an aliquot (1:1, v/v) containing trophozoites and
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0.4% trypan blue. The tests were conducted in three independent repetitions, each
performed in triplicate, presenting the results as percentages of trophozoite viability

compared to the negative control (Sena-Lopes et al., 2017).
Confirmation of Minimum Inhibitory Concentration and Kinetic Curve

To confirm the MIC, solutions from the cultures retained in the 96-well plates
were transferred to Eppendorf microtubes containing 1.5 mL of TYM medium
supplemented with SBS and streptomycin. The concentrations used were the possible
MIC concentration, one higher concentration, and one lower concentration, along with
the controls. The microtubes were incubated again at 37°C in 5% CO2 for 96 hours.
Trophozoite counting in a Neubauer chamber was performed every 24 hours to confirm
the MIC (Sena-Lopes et al., 2017). To determine the kinetic growth curve of
trophozoites and understand the time required for the antiparasitic activity of the
compounds against T. gallinae, according the methodology described by Sena-Lopes
(2017). The test was conducted in 96-well plates, where the MIC concentration was
incubated at 37°C in 5% COz2 for 96 hours, along with the controls. Trophozoites were
examined under an optical microscope (400x) to assess viability. Growth observation
was performed at 1, 6, 12, 24, 48, 72, and 96 hours using the trypan blue exclusion
assay (0.4%). Once again, the tests were conducted in triplicate, and the results were
expressed as percentages of trophozoite viability compared to the negative control
(Sena-Lopes et al., 20170. A morfologia dos trofozoitos foi de acordo com Tanabe
(1926),

Statistical analysis

Statistical tests were conducted using one-way Analysis of Variance (ANOVA)
followed by the Tukey multiple comparisons test between groups. The probability value
used was P<0.05. Results are expressed as meanz standard deviation (SD). The
determination of IC50 was calculated through nonlinear regression. All analyses were
performed using GraphPad Prism 8.0.1 software.

Results

In vitro assay against T. gallinae
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In this study, antibiotics that demonstrated anti-Trichomonas activity were those
causing a reduction of 95% to 100% in trophozoite viability. Initially, as expected, the
negative control and DMSO did not affect trophozoite viability, while the positive control
with MTZ resulted in 100% inhibition of the protozoa (Figure 1). Table 1 presents the
means and standard deviations of the concentrations used regarding trophozoite
viability.

Upon analyzing concentrations that inhibited 95% or more of the trophozoites,
it stands out that NT, at the highest concentration of 5 mg/mL, inhibited 100% of the
trophozoites. Next, we observed a reduction at concentrations of 3 mg/mL (99.8%) and
1 mg/mL (97.8%). Given these results, the concentration of 1 mg/mL was established
as the MIC of NT. This drug proved promising even at lower concentrations of 0.5
mg/mL, achieving an efficacy of 96.2% (Figure 1 C).

CP presented significant inhibition of 99.8%, demonstrating its efficacy at the highest
concentration (5 mg/mL). At a lower concentration of 3 mg/mL, it still achieved a
remarkable result of 96.3%, establishing the MIC (Figure 1 A). NOR, belonging to the
same class as CP, showed superior efficacy at higher concentrations (10 mg/mL)
compared to NF and CP. Its maximum inhibition reached 97.9%. However, it is worth
noting that this antibiotic maintained stability, exhibiting inhibition of up to 94% even at
lower concentrations, such as 0.25 mg/mL. The MIC for NOR was considered at 2
mg/mL (96.1%) (Figure 1 B).

MTZ, a drug recommended for treating protozoa of the genus Trichomonas sp.,
demonstrated complete efficacy against this clinical isolate at its highest concentration
(17 mg/mL). At considerably high concentrations of 15 mg/mL and 10 mg/mL, the drug
exhibited inhibitions of 92.7% and 86.8%, respectively. It is noteworthy that the
concentration of 17 mg/mL was used as the positive control in both the MIC tests and
the kinetic growth curve of the other antibiotics (Figure 1 D).

Regarding the determination of ICso, NF was the antibiotic with the lowest value
of 0.069 mg/mL, followed by CP with 0.27 mg/mL, and NOR with 0.71 mg/mL. Although
MTZ was used as a control, its ICso was significantly higher, reaching 2.83 mg/mL, thus
becoming the highest concentration compared to the other antibiotics (Figure 1). In
Figure 3 (B, C, D), we can observe the damage to the trophozoites caused by the

antibiotics compared to the control where they internalize their flagella. (Figure 3 A).

Kinetic growth curve
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The results of the kinetic growth curve demonstrate that all drugs used were
effective at different times. According to Figure 2, we can observe that within just 6
hours of incubation, the viability of trophozoites was reduced by more than 90% by the
tested antibiotics. However, complete inhibition was observed in 24 hours for the
fluoroquinolones (Figure 2 A, B), while NF in the same time frame showed a reduction
0f 99.1% (Figure 2 C). Only at 48 hours did NF and MTZ achieve total inhibition (Figure
2 C, D). It is noteworthy that NOR demonstrated higher efficacy in the growth curve;
with an MIC of 2 mg/mL, it showed an almost complete inhibition of 98.8% in the first
hour of the experiment, remaining so until 96 hours and resulting in complete inhibition
of trophozoites (Figure 2 B). Unlike CP (3 mg/mL) and NF (1 mg/mL), which showed a
reduction of 65.3% and 60.1% in the first hour, respectively (Figure 2 A, C).

Discussion

Drug repurposing offers advantages regarding the knowledge of drug properties,
including pharmacokinetics, pharmacodynamics, and toxicity. This is because these
properties have already been established through testing in humans and animals,
facilitating the conduct of clinical trials in shorter timeframes (Jain; Gupta, 2015). Both
CP and NOR can be used in birds, administered orally (Sarkdzy; Semjén; Laczay,
2004; Abadia-Patifio et al., 2021). The novel findings of this study pertain to the activity
of these drugs, which had not been tested on T. gallinae until now.

The preventive use of nitroimidazoles, especially MTZ, can predispose to the
emergence of resistant strains. Additionally, in aerobic cultures, the presence of high
concentrations of oxygen favors the development of resistance, as MTZ is activated in
the hydrogenosomes of the Protozoa (Yarlett et al., 1986; Kulda, 1999; Cudmore et
al., 2004). Therefore, new alternatives are necessary in the treatment of trichomonosis,
aiming to establish effective clinical therapy and thus reduce antiparasitic resistance
and animal mortality.

So far, there are no reports of the activity of NF, CP, and NOR in T. gallinae
trophozoites. With these results, we can observe that all tested antibiotics showed
promise in in vitro experiments of avian trichomonosis in a dose-dependent manner,
with relatively low MICs compared to the concentrations used for MTZ (Franssen e
Lumeij, 1992; Rupiper and Ehrenberg, 1994). For the treatment of trichomonosis in
infected birds, it is recommended to use MTZ at 50 mg/mL orally or 0.05% MTZ in
drinking water for 3 to 5 days (McLoughlin 1966; Panigrahy, 1982; Gémez-Mufioz,
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2022). In experimental infections, doses of 25 mg/mL have shown efficacy in treatment
(Devos, Viaene, Staelens.1965; Tabari et al., 2021). However, there are reports of
therapy failures when treated with 50 mg/mL (Tabari et al., 2017; De Freitas et al.,
2020).

According to Rouffaer et al. (2014), under in vitro conditions, the minimum lethal
concentration of 15.6 ug/mL in 24 hours was established as a criterion to assess the
resistance of T. gallinae strains to nitroimidazoles. In this study, the MIC of MTZ was
17 mg/mL (100% inhibition); however, at a concentration of 5 mg/mL, an inhibition of
79.8% was observed. This is consistent with the study by Tabari et al. (2021), where
the strain used likely demonstrated resistance to MTZ, as cases of resistance are more
prevalentin C. livia than in other pigeon species.

NOR was the first fluoroquinolone to be approved by the Food and Drug
Administration (FDA) for use (Santos et al.,, 2014) and is recommended for the
treatment of various diseases in animals (Chierentin, 2013). There are reports of its
biological activity against parasites such as Babesia sp. (Rizk et al., 2018) and
Plasmodium falciparum (Pradines et al.,, 2001), demonstrating its effectiveness.
Regarding the pharmacokinetics of NOR in birds, it has been found that the drug has
a good distribution in the body, thus exerting greater therapeutic efficacy (Alabbas; Al-
Jumaili; Ibrahim, 2023).

For T. gallinae, NOR was effective at various concentrations, inhibiting
approximately 94% of trophozoites at low concentrations of 0.5 mg/mL. Despite the
concentrations of NOR being higher than those of CP and NT, the drug showed stability
during the MIC assay, with inhibition rates ranging from about 94% to 98%, covering
both lower and higher concentrations, respectively. The concentration of 10 mg/mL did
not show a statistically significant difference compared to the positive control.
Moreover, when compared to the MTZ MIC assay, it is noted that NOR, at this
concentration, inhibited almost 98%, while MTZ did not reach 90% inhibition (Figure 1
A and D). In the kinetic growth curve, NOR demonstrated faster action compared to
other drugs. In the first hour, it inhibited 98% of the parasites, reaching 100% inhibition
after 6 hours, maintaining this inhibition rate until the end of the experiment.
Remarkably, it showed statistical differences only at the initial time point (hour 0) when
compared to the positive control (Figure 2 B). In Figure 3 (C), morphological changes
induced by NOR can be observed in trophozoites, where vacuoles inside structures

resembling pseudocysts are visible.
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Considering the pharmacokinetic properties and efficacy of CP, it is relevant to
take into account previous reports on the use of this medication. In contrast to the
report by Pastel (1989), which mentioned the ineffectiveness of CP against
Trichomonas sp. species, we emphasize that CP is widely distributed, presenting
significant pharmacokinetic properties such as high bioavailability, good penetrability,
and reduced side effects, as well as being more active than NOR (Sharma et al., 2010;
Zhang et al., 2018).

Inceboz, Inceboz, and Ozturk (2004) contributed evidence of CP efficacy
against Trichomonas vaginalis trophozoites, achieving 100% inhibition at a
concentration of 750 ug/mL. Although the concentrations in this study were higher, CP
demonstrated efficacy starting from 3mg/mL (with 96.3% inhibition). However, at
1mg/mL, there was a reduction of over 90% of trophozoites. In the kinetic growth curve,
it was observed that this medication achieved complete inhibition within 24 hours,
contrasting with the results of the mentioned study, which showed total reduction only
after 72 hours of the experiment, using lower concentrations compared to those
employed in this assay (Inceboz, Inceboz, and Ozturk, 2004).

In studies with Giardia lamblia, CP efficacy was associated with morphological
changes and damage to the parasite's membrane. In our study, as observed in Figure
3 (B), CP induced potential stress on the trophozoite, resulting in the internalization of
its flagella with probable vacuoles inside. Furthermore, in the study with G. lamblia, a
loss of viability was noted after 48 hours, accompanied by a significant reduction in
adherence, growth, and oxygen uptake capacity by this protozoan (Sousa; Poiares-
Da-Silva, 2001). Although the main focus of this research is G. lamblia, it is valid to
consider that these action characteristics of CP may have relevant impacts on other
parasites, such as T. gallinae. Thus, understanding the mechanisms of action of CP in
G. lamblia can provide insights for the investigation and development of therapeutic
strategies aimed at T. gallinae.

As fluoroquinolones act by inhibiting mitochondrial DNA gyrase (topoisomerase
I), which is necessary for the replication of organisms. Topoisomerases are described
in various protozoa of the genera Giardia, Entamoeba, Babesia, Theileria, Crithidia,
Cryptosporidium, and Toxoplasma (Lamba and Roy, 2022). Plasmodium falciparum is
sensitive to topoisomerase Il, and this enzyme is recognized as a valid target for this
parasite. According to Petmitr and colleagues (2000), these drugs may not find a

suitable target in trichomonads because they lack mitochondria but have
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hydrogenosomes, where mitochondrial DNA is not present. However, topoisomerase
Il has been purified and considered a new target for the development of anti-
trichomonas drugs. However, when tested in comparison to CP, incomplete inhibition
was observed in T. vaginalis (Sithiprom; Petmitr; Chavalitshewinkoon-Petmitr, 2009).
As observed in T. gallinae, both NOR (2 mg/mL) and CP (3 mg/mL) were effective in
in vitro treatment, suggesting that the expression of the topoisomerase Il enzyme in T.
gallinae may be higher than in T. vaginalis, and consequently, the action of
fluoroquinolones in T. gallinae may differ from the observed action in T. vaginalis.

The NF is an antibiotic recommended for the treatment of urinary infections in
humans (Huttner et al., 2015). It demonstrates an active response to strains of broad-
spectrum beta-lactamase-producing bacteria (Squadrito; Del Portal, 2023).
Furthermore, its antiparasitic activity has been described in Toxoplasma gondii, where
it reduced 44.7% (100 mg/mL) of parasites in the peritoneal cavity and showed a
decrease in brain cysts in mice. The authors suggested the clinical use of NF (Yeo et
al., 2016; Abdallah et al., 2022). Other studies have reported its promising activity
against Plasmodium sp. and Trypanosoma congolense (Shafi et al., 2023; (Suganuma
et al., 2022).

In in vitro studies with NF and T. vaginalis, a MIC of 0.8 to 10 mcg/mL was
observed. However, when associated with MTZ, NF showed significant results,
suggesting its clinical use (Kawamura, 1979). In our study, NF was the antibiotic used
in the lowest concentrations, with an IC50 of 0.069 mg/mL, the lowest compared to the
other drugs. It proved promising at various concentrations, inhibiting over 95% of
trophozoites at a concentration of 0.5mg/mL, showing statistical differences only at
lower concentrations compared to the positive control (Figure 1 C). The MIC value
(1mg/mL) demonstrated total activity within 48 hours of the experiment. However, from
6h onwards, it inhibited over 90% of trophozoites, and from 12h, the inhibition was over
98%, with no significant difference between groups (Figure 2 C). There are no records
of NF use in T. gallinae for comparison. Still, in studies with T. vaginalis, the
concentrations used were low, resembling the protocol adopted in this experiment. In
in vivo assays using NF, the doses varied from 10mg/mL to 30 mg/mL (Suganuma et
al., 2022).

Additionally, Buchner and Edwards (1975) described morphological changes in
T. vaginalis trophozoites caused by NF. These changes were associated with

alterations in hydrogenosomes, structures related to the parasite's energy production.
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Similarly, in our study, we observed morphological changes in the structure of T.
gallinae when treated with 1 mg/mL of NF, where the antibiotic caused the formation
of vacuoles and altered the shape of the trophozoites (Figure 3 D). Due to the similarity
between these protozoa, it is suggested that the mechanism of action of NF may be
comparable to what is observed in T. gallinae.

The NF is a nitrofuran, therefore, it has a nitro group in its aromatic ring, just like
MTZ. Nitrofurans are already reported to have trypanocidal action (Gadebusch and
Bach, 1974; Buchner; Edwards, 1975), and its mechanism of action is similar to that
of MTZ. In a study using NF and MTZ on T. vaginalis, it was observed that both drugs
inhibited trophozoites between 40 to 50 minutes (Buchner; Edwards, 1975). These
results are in agreement with our data, where NF and MTZ showed similar effects from
1 hour of incubation in T. gallinae, even at different concentrations. From 6 hours until
the end of the experiment (96h), there was no statistically significant difference
compared to MTZ, and both drugs inhibited 100% of trophozoites in 48 hours.

Due to carcinogenicity risks, NF is not recommended for use in livestock
(McCracken; Kennedy, 2007). However, there is no information in the literature
regarding its use in wild or captive animals, and for this reason, its use for T. gallinae
is not ruled out. On the other hand, MTZ also presents carcinogenic potential in animals
(Bendesky; Menéndez; Ostrosky-Wegman, 2002), but it remains the preferred option
for trichomonosis treatment.

Conclusion

Based on the results of this study and existing literature, the antibiotics NOR,
CP, and NF can reduce the number of trophozoites within after 6 hs of exposition. NF
and CP showed the lowest IC50 values, while NOR had a faster action in the kinetic
growth curve. MTZ was effective at higher doses and presented a higher ICso
compared to other antibiotics. Additionally, there were morphological changes caused
by the drugs when compared to the control. Further research should be conducted in
vivo to explore new treatment methods for avian trichomonosis and attempt to

determine the mechanism of action of these drugs in T. gallinae.
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6 Consideragoes finais

Com base nos resultados deste estudo, € possivel fazer algumas consideragdes
finais significativas. O trabalho inicial investigou o potencial antiparasitario de
compostos benzofuroxanos (BZX) em trofozoitos de Trichomonas vaginalis, um
protozoario flagelado que acomete humanos e causa sérios problemas se nao tratado
corretamente. Podemos observar que compostos EH1, EH2, EH3 e EA2 (menor
efetividade) apresentaram alta eficacia antiparasitaria in vitro, inibindo mais de 95%
dos trofozoitos apds 12 horas de experimento, atingindo 100% em 24 horas.

No segundo manuscrito, exploramos os potenciais atividades dos compostos BZX
em relagdo ao seu mecanismo de acgdo. Verificamos que esses compostos parecem
causar danos na membrana dos trofozoitos, interagindo intracelularmente e evocando
um desequilibrio redox . Além disso, destacamos uma atividade antioxidante,
especialmente na concentragdo mais elevada (100 uM) de todos os compostos.
Ademais, os compostos inibiram a expressdo de proteinas fundamentais para a
sobrevivéncia do T. vaginalis, sugerindo uma possivel interagdo entre os compostos
e as proteinas avaliadas.

No manuscrito 3 foi explorado in vitro a eficacia de antibidticos (nitrofuranos e
fluoroquinolonas) no tratamento da tricomonose aviaria onde, os antibidticos
Nitrofurantoina, Norfloxacino e Ciprofloxacina mostraram-se promissores, atingindo
cerca de 100% de inibigdo do T. gallinae nas concentragdes mais elevadas em 24
horas.

Portanto, conclui-se que tanto os compostos BZX quanto os antibioticos testados
apresentaram resultados promissores no tratamento in vitro da tricomoniase humana
e tricomonose aviaria, respectivamente. Essas descobertas destacam a relevancia
desses compostos como potenciais agentes terapéuticos para essas infecgdes

parasitarias, abrindo caminho para futuras investigagdes e desenvolvimentos na area.
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Tabela 1: Viability of T. gallinae Trophozoites with Antibiotics: NF, CP, NOR e MTZ

Antibiotic Concentration Mean(+SD)
(mg/mL)
Nitrofurantoin | 5 mg/mL 0 (x0)
3mg/mL 0.66 (+ 0.54)
1 mg/mL 3.44 (£ 1.34)
0.5 mg/mL 5.44 (£ 0.31)
0.07 mg/mL 49.66 (+ 6.26)
0.03 mg/mL 100 (£0)
Ciprofloxacin | 5 mg/mL 0.11 (£ 0.15)
3mg/mL 4.66 (+ 0.27)
1 mg/mL 6.77 (£ 2.0)
0.5 mg/mL 9(x1.9)
0.3 mg/mL 10.9 (£ 0.34)
0.1 mg/mL 100 (x 0)
Norfloxacin | 10 mg/mL 2,44 (£ 1.59)
5 mg/mL 3,77 (£ 0.41)
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3mg/mL 4,77 (£ 1.13)
2 mg/mL 6 (x1.36)
0.5 mg/mL 8,16 (£ 1.22)
0.25mg/mL 100 (£ 0)
Metronidazole | 17 mg/mL 0(x0)
15 mg/mL 7.22 (£1.34)
10 mg/mL 13.1 (x 0.68)
5 mg/mL 20.1 (£ 4.2)
2 mg/mL 63.6 (+ 1.0)
1 mg/mL 94.3 (+ 8.0)
Negative control | Meio TYM 100 (£ 0)
Positive control | 17mg/mL (MTZ) 0 (x0)
DMSO control | 0.06% 100 (x 0)

Figure 1: In vitro anti-T. gallinae assay. MIC and ICso for the anti-parasitic activity of
CP (a), NOR (b), NF (c),and MTZ (d). Negative (untreated trophozoites), Positive (MTZ
- 17 mg/mL), DMSO (solubilization vehicle 0.6%). Asterisks represent a significant
difference at P < 0.05 for the positive control. Asterisks for MTZ (d) indicate a significant
difference compared to the negative control P < 0.05.
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Figure 2: Kinetic growth curve of T. gallinae in relation to the MIC concentration of
antibiotics CP (a), NOR (b), NF (c), and MTZ (d). Negative control (untreated
trophozoites), Positive control (MTZ - 17 mg/mL), DMSO (solubilization vehicle 0.6%).
Asterisks indicate significant difference compared to the positive control with P < 0.05.
Asterisks for MTZ (d) indicate significant difference compared to the negative control
P <0.05.
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Figure 3: Images of T. gallinae trophozoites after 24 hours of treatment with the MIC
concentrations of each antibiotic: Negative control (untreated trophozoites) (A); CP-3
mg/mL (B); NOR-2 mg/mL (C); NF-1 mg/mL (D).
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Trich ol ' o famd sible for Increasing susceptibility to infection (Masha et al, 2019 Lawresce
trichomoniasis (K;:-.’nga 015), vun-umly this monviml sexually "n;’:" s I i drug B s
transmitted infection as the highest prevalence. According to estimate. N & mmuum l‘ 4 and Drug Admisistre
from the World Health Organization, there are 156 million cases glob. tica, anly daznle (MTZ) and tinidazole are approved for weating

ally (World Health Organization, 20123 Rowley et ol 2014). This dis X%, insix and the a2 has net changed since 1960
eacaf¥ects e urogyaial ayatcm af icm and wousiss K pialely cam (J:n«r.le':.l 14y Sybvestre ot al,, 1960). MTZ s the standard drag used

nputk,muhmcuﬂdﬂs.md.uﬁnluka-ﬂn(mlmfse:.:, PP L as it
3008; Rowley et al, 2019), Trichomoniasis is related to several risk frge _nd,h',"‘. :‘d;",,::_; m'm.,. el
:;L “._.. ronmidhnt- ted sex, phate of the | sorted, The esti stance to MTZ is 2% 10% (Schywebke
(MrJ & et s J'“ “ b ool 30713, Pa and Barrientes, 2006 Kirkcaldy et al | 201 2) Their mechanism of action
jeiczare a m “ irzadeh et al tients a
- is not d. MTZ passive diffesion and is
fected with 7. vaginalis are at an d risk of scquiring the buman m-‘zfn;&LA = of T b’_,. ARer the veduct
immuncdeficiency wiras (HIV), which may enhance gemital NiSre e
* Corveponding sutice,
Emall addren: cuenilabebmoniovet§ yaton cou b (CR Oliveira).
bitspre/ /st e/ 0.1 01 6/ Lexppoen 2033108601
Recesved 10 May 2023; Receiver! i revised form 8 Augaa 2023, Accepoed 19 Augus 2023
Avalladie oslise 23 Aggust 2023

00714-4894/0 2023 Elsevier loc. All rights reseyved,
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NanoBio lab y (Federal University of Santa Maria). They wese
mamed ding to the Intermational Uniom of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) ! (Fig. 1) (unpabiished data).

EAZ  “0-{{5 (4 methaxyphenyl)- 1,44 oxadiazol 2yl jcarbamayl)
benzo [c] (Kissinges, 207%; World Health Organization, 2012
Miclczarek and Slaskowska, 2076)oxadiazcle 1-oxide;

EH1:  “B-(2(3.(4 phenyl)-1,24-cxadlazole 5carbomyljbenze  [c]
nun;ngm 2015 Warld Health Organization, 20123 Miclcmarek and

downka, 201 t)oxadiazole 1-cxide™

EH2"6{ 243 (4 Methoxyphemyl)- 1,2, 4 oxadiazole 5-carbonylhy-
dmzine-1-carbonyl)benzo [c] (Ximinger, 201% Warld Health Crga

nizaticn, 201% Miel snd Elaszkowsia, 207 6)oxadiazok
1-oxide”;

EH3:"6-(2.(3.(4-Chlarophenyl)-1,2.4 oxadiazale 5-carbooyi ihydra
#ne-1-carboayljbenzo [c] ()umlgu 201 World Health Organi
mation, 2072 Mislezarek and 201 0)oxadiazole 1.oxide

2.3. Syntheac procedures

activation of its nitro group and the reduction of the parasite’s ferre.
doxin, MTZ generates a toxic nitro rdical that leads to the death of the
peotozoan (Lofmark et al., 2010).

Henzofuroxan compounds (BZX) are heterocycles that exhibit bio-
logical activiry rel to trichomondasis (= 5, 1991; Medo et al,
.‘Dotrbanngma-l 2010). Benzofuroxan compounds can generate

ches, inclsding nitric oxide (NO) (Ealuxi
etal, m).mw-mﬁqduoh-mwm
protozoa of the genem Plasmodium sp., Leishmania sp., and Trypanosoma
crvesd (Galll et ul., 2005; Oles Azar ot al, 20085; Hoianid et al., 2000) Due to
the presesce of the subunit = N (<00 in 8ZX, perceiving electron
acceptor characteristics similar to those of aromatic mitro compounds
{N-oxides) used with bio-reductively activated antitumor and cytotoxic
properties is possible (Jorge er al, 2013), Similarly, 52X derivatives

have similarities with Noxides, such as resctions with
J ferving 3 Thus, the BZX system is a promising
| tive for g trich jasis, Therefore, this study aimed to

evaluate the in vitro sctivity of four BZX: EAZ, EH1, EH2, and EHZ.
2 Materiaks and methods

2.1. General considerations

ik i A hased from Sigme:
MMMMA&-MWMW.«:
ding to dh 4 and 17C Nuclear magnetic resonance

(Nﬂl] lyses were performed at the Chemistry
WﬂmwdeM(mmam
Erazil) by using & Eruker Avance 11l HD NMR spectrometer. All NMR
spectra were recorded in deutersted solveas ((XCl; and dimeshylsalf-
oxide (DMSO)dt) by using tetramethylsilane (TMS) as o reference
(singlet, 0.00 ppm). The results are shown in ppm. Elemental Analysis %
(CHN) analysis was obtained at the Ui ity of S0 Paulo (Sao Paulo,
Brazdl) using & Perking Elmer CHN% 2400e. Melting points were
wunmmmmmwm
quimica®). Thinlsyer ch graphy was perfi d oa 0.25 mm
Merck G, silica plates, employing 254 nm ultravioler light asd
iodine vapor or acidic hydromethanolic wvanillis solution for
visualization.

2.2. Compowunds derived from bemsoferoxans
‘The compounds used in this study were synthesized at the LabSelen-

Compounds EH1 (Fg. 2 7a), EH2 (Flg. L 7b), and £H3 (Fig. = 7€)
were obtained using condessation between hydrazides 6a<e and
benzofuroxan &-carboxylic ackd, 2 (Stabile o1 al, 2010; Mayer et al,
mnmwmmg I)IUMI‘I'
-eﬂﬂlp-tlmﬂqmﬁ:lmn(uumad.ml).

The three step routs to obtaining hydrazides (Fiz L 6a-e) was pre-
wiously published by our group, along with spectroscopic data and other
chamcterization results (Mayer =t 2l 2017). Nitriles wese copverted
into amidoximes (Srivasmava ef al, 2009), which were condensed with

Mdﬁmmﬁedﬁlmm
lates Sa-e (Huguet er al | 201 2). Hydrazinotysi i

ters resulted in the peock “,A,. (.L ct‘L
2008).

2.4. Synthests of compounds EH), EH2, EH3, and EA2

242, I procedure for the sy of diacylhydrasines

The synthesis me-mm&-
7a-¢) (Hazoun et al, 2001; Srivastava ot al, 2000; Hugues et al | 201
Hubtinkemi e ol 2008% Triethylamine (L5 mmol) and TETU (0.55
mmol) were added to a 25 ml round-bottom flask costaining a sus
pension of beazof &-carboxylic acld (0.5 mmol) and the appro-
priste hydrazide 6ac (.5 mmol) In dichloromethane (5 mL). The

mixture was stirred for 2 h at room until the starting ma-
terials were consumed, as verified by Thin-layer chromatography (TLC).
Nn,s-Lde(ZHLL")uM-d&emm
stieved for & min. The was ferved 10 a funnel

-

contalning dichloromethane (50 mL), ud:h:mkph-\nnnm
with aquenns 2 mol.L~! HCI (3 « 50 mL). The organic phase was dried
mmwMﬂMaﬂ,d&ﬂmm

duced resulting in discylbydrazines (Fig. 2,

Tae)

IJM 9 (Elliot e sl, 2006; Oquare and Taylor, 2008).
Amizo-1,9 4-oxadlazole 9 was prepared using the method of Niu ot al.
(20158

In a round-bottom flask containing beszofurcxan & carboxylic acid 2
(0.5 mmol) and 2-amino 5-(4- methoxyphenyl) 1 3,4-oxadiazcle 9 (0.5
mmol) i a mixture of dichloromethane (5 ml) and acetonstrile (5 mi)
under magnetic stirring, this study added EOC (0.6 mmol). Afer 2h, the
solvent was d by rotary ation. Next, the crude solid was
tritusated in 5 mL, water and thes vacuum fltered and washed with an
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EH}

o;‘j/j N\' “t\“’

npossds med agaiss T. wighlic EA2, BH1, EH, BR3.

Fig. 2. Chtention of bessdy Scarboeylic acid.
Conditicus i) &) potesdum bydraide (KOH), BOH,
TOUC, 15 min b) NaDlOyg, 06-5°C, 1 b o) HOi,
PH < 2 Yiekd 75% (1 and 2). Rowte for cbtention of
hydragides (Goc) Conditicas §) NHOHHCL, NeOH,
EIDH/MH0; o1, 15 3 20 b i) EeOCO(0XC), DIPEA,
THF, tefiax, 2 b iil) NyH,HO, B0, #1, 1 b RJH (),
OCH, (b), O3 (¢). Confitions for axpaisition of dis-
youpdensdines (Ta< i) 2 (0.5 nunal), Sa< (0.5 mmed),
ELN (Seg), TRTU (1.1 eq.), dichloeossethane (S ml),
2k

ou-" :

10 (EADY

Fig. 3. Cooditicus for cbtention of asisn-13,&-cuadiseale (9): 0) 8 (5 nunal), NHNHCIOINH, HCl (5 mumol), AcONa (5.5 ounal), MeOH, 11, 15 sis, salvent
removal. Then, I (5.5 mnal), K00, (10 mumol), dictsse (15 ml), 101 °C, 15 k. Yiekd 76%. Cooditicns for shiestion of amide EAZ i) 2 (0.5 mmel), (9) (45 mumed),

EDC (0.6 sunal), DCM (5 pul), MeON (S i) o, | &

additional 10 mi. water. The resulting solid was transferred to a round-
mnuaﬁmmw-—umdmm
d under pr e, P ing the amide (Fig. 5. 10)

(EA2).

2.5 Molecular docking

‘The EH3 compound was used for molenalar docking because it hasa
lower halfmaximal Ishibitory concentration (IC.p) than the other

ds. The crystal of T. vaginalls lactate d genas
Mmmnmmmmmm@ -‘/m.ndx
org/) was used. The structure of cathepsin like cysteine protease
(TVCPC) was genersted using the SWISS MODEL server (Waterhouee
a-Lmu)h-dumumawymmmmmpmm'u
et al, 2022). Before g the afi tioned step p
mmwwmmwumm
using CHIMERA 1.53 software (Pentersen et al, 26M4). Non-polar
hydroges atoms and Gasteiger charges (Alves et al, 20020} were added
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with blind docking (Stanzione e al., 2021). Ligands were prepared ac-
carding to Trott e Olson (Tron et al, 2010) and Alves er al. {20001
Autedack Vina 1.1.2 software was used for the simulation. The EH3
composite was built snd optimized using Avogadre 1.11 software
(Hanwell et al,, zm.] mmmmumdm
study compound were d using A ys | y Studio 1.5,
TvLDH and TVCPC were utilized because they bind to the EH3 com-
Mhmm‘nmmmﬁmh
I enzy site's i b it ntecferes with
lnﬂymly-.(h.lvua-l 00, 2022). Cathepsin-like cystes

¥
o Bmetd
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incubated at 37 C tn 5% CO; for 9 b, as wese the contrals, Trophozoite
wiahility was assessed under a light microscope, and growth was moni-
toved at 1, 6,12, 24, 48, 72, and 96 h using the trypan blue dye exclusion
assay (0.4%). MMMMWMWM
cposed to the p of trophozoite viahility compared with the
-qmutmd(s:ul.opsztm.ol’/).

2.8, Cymamxicity assay
Monkey renal epithelial cells (VERO) procared from the Cell Sack of

y of Virology and lmmunclogy of the Faculty of Veterinary
of the Federal U: y of Pelotas were used to evaluate the

was used because of its catabalic Iytic) and B the Lab
The lin eported the | ton of beazof -ﬁhtuhbl Medici
group, in which the former dulated the by of
It ymes, inhibiting the p (un.LAJXl)
(Shqnanudmmkhhurn. Y
2.6, Culnwe of Trichomonas waghalls
The isolates of 7. vaginalis 30 236 were purchased from the Ameri

Type Culture Collection (ATCC), sensitive to MTZ, and cultured axen-
cally in trypticase yeast (TYM) medium without agar
(pH 6.0) supplemented with 5 mg/ml streptomycin asd 10% sterile
Imactivated (56 “C for 30 min) bovine serum (SES). The tubes were
Mawcuﬁmm(uum1mwnq
and phology were I Mslllghdawq)enmx
magnification. Before p g with the antip assay, 4 trypan
bhndﬂuu(uﬂ)mpaﬁumdmm-nmmuy
of 95%, and a logarithmic growth phase was achieved.

7. Ang Trichomonas vaginalls i vioo assay

b ool

HIX denived compounds (EH1, mna.-duz)mqm
sized and diluted in DMSO to eval

ytotoxic effect of the compounds; the methed wsed was that of Picoli
et al (Picall et al, 1520) Cells wese cultured in Mizimal Essential
Medium (MEM) (E-MEM, Sigma Aldrich®) supplemented with fetal
bovine serum (SFH, Gibco®, USA).

Cells were seeded in 9% well microaggiutination plates (Kasvik) st a
density of 3 « 10* in o volume of 100 yl per weil Plates were incubated
in an oven at 37 °C in an stmosphere of 95% humidified air and 5% 0,
for 24 h to form the monalayer, Whea the cells reached 80% confluesce,
they were treated with compounds EH1, EH2, EH3, and EAZ, previcusly
diluted In DMSO at various concentrations: EH1 (74, 55, 35, and 28.71
EM); EHL (S5, 70, 15, and 1143 pM); EHY (45, 25, and 683 pM) and
EAZ (100, 8%, 55, 25, and 12.09 uM). The medium, MEM, was used asa
megative control. The plate was incubated in & OOz oven with humidified
alr (%% CO;z at 37 “C) for 24 h. Cell viability was analyzed using the 3
(4.5-dimethy] 2 thiazolyl). 2.5 diphenyl 25 tatrazolium beomide (MTT)
Mmmﬂmnudmmdmmm
incubatad for an additional 4 b under the afcrementioned coaditions.
After removing the cell supernatant, crystals were solubilized by adding
100 pt. DMSO (Sigma-Aldrich®) to each well; next, they were manually
mww.«n‘cummmwhmm

mwrwmmwwuwﬂm
phn.uaz.lmuldhmh-:unhnﬂdnmydzxm‘w

oites/mL in TYM medium was added to each plate and incubated
mmgaummmwmmm
w-wmwmm&uummm
marphology, and viability of the trophosoites were using an
-Iqum(ﬂ.v/v)mn-dqmphﬂu.dmhlm(ﬁ.ﬂ).
which was dina

chamber. Controls were used for each
assay: a negative control contalning only the trophozaites; a control with
0.6% DMSO; and & positive control with 100 pM MTZ (Sigma-Aldrich,
St. Louls, Mi i, USA). The of positive contral (MTZ)
was in accordance with that of Sena-Lopel et al. (Sena Lopes et al,
W7

Carh T P
Iy, the

(MIC) and [Can
Before

ds at concentrations from 5 to 100 uM was
rf d Next, jons were selected for each compound ac-
mummmwummmu
pound were 100, 75, 65, 55, 45, 35, 25, and 15 pM (EH1 & EH2); 100,75,
55, 45, 35, 25, 1%, and 5 M (EHI); and 100, 95, 85, 75, 65, 55, 45, and
25 M (EAZ). The MIC of each compound was confirmed by pouring the
retained culture solutions in the 9%6-well plates into Eppendoef micro-
mml.sumdmuwmmu
streptomycin. The MIC was used in these solutions, one
sbove and one below, along with the controis. The microtubes wese
again meubated at 37 °C in 5% O0; for 9% h. Trophozoites were coonted
every 24 h im a Neub hamber to coafirm the MIC. ICan was
caloulated using GraphPed Prism 8.0.1 software.

To understand the time required for the antiparasitic activity of the
compounds against T. wginalis, this stody determinad the kinetic growth
curve of the trophoanites. Again, 96-well plates were prepared according
to the aforementioned methodology. MIC was added 10 each plate and

trically using a plate reader
Mp&ﬂ)ﬁﬁnmﬂnﬂbdﬁnmhﬂmmw
dendy in triphi Results wese expressed as viability
m)dﬂmwmudummm
wiahility of MTZ Iz VERO is described by Alves ot al. and Sena:Lopes
et al. (Alves et al, 2M0122; Sena dopes et al., 2057),

2.9, Starksdcal analyss

Statistical analysis was performed using a y analysis of vari-
mmwm-mhmmmw
The probabdity value used was P < 0,05 The results of MIC are
expressed as the mean = standard deviation (SD). The ICsn values were
calculated wsing noall egression. All analyses were performed
wsing GraphPad Prism 8.0.1 software.

3. Results

31 Ch

data of d of EH1

Yield: 769, Yellow solid, mp > 184.2 °C (dec.). Anal. Caled. For
CyaHioNaOs-HAx C 50.01; H, 3.15 N, 21.67. Found: C, 48.60; H, 3.04;
N, 20.58."H NMR (DMSO-de, 600 MHz), § (ppen): 11.71-11.28 (br, 2 H),
823 (br, 1 H), .10 (d, 21, J~ 6.8 Hz), 7.91 (br, 1 H), 7.68-7.62 (m, 3
H). P30 NMR (DMSO-de, 150 MHz) § (ppen)k 168.3, 168.0, 1524, 1322,
129.5,127.3, 1253 (some signals were not visible owing to tautomesism
at the BZX motety) (Fig. = 7a).

3.2 Characterisark

data of compenmd of EH2

Yield = 70%. Yellow sofid, mp > 163.2°C (dec). Anal. Caled. For
CraHoNeOn-HaO: €, 49.28; H, 3.41; N, 2028 Found: €, 47,13 H, 3.8¢;
N, 18.95.7H NMR (DMSO-d., 600 MHz), # (ppm): 8.17 (be, 1 H), 8.02(d,
2H, J= 8.7 Hi), 7.89 (br, 2 H), 7.16 (d, 2 H, J= 8.7 Hz), 3.85 (5,3 H).
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¢ NMR (DMSO-ds, 150 MHz) & (ppmlk 168.9, 168.0, 1524, 1322,
129.5,127.3, 1253 (some signals were not visible owing o tastomerism
at the EZX molety) (¥i5. 2 7b)L

33 Ch

data of compound of EH3

Yield - E5%. Yellow solid, mp > 157.7 *C (dec.). Anal. Caled. ¥or
Gyl oNeOu-Ho0r C, 45.89; H, 265; N, 20.07. Found: C, 4482, H, 2.86;
N, 19.13."H NMR (DMSO-de, 600 MEz), § (ppem): 11.75 (br, 1 H), 11.27
(be, 1 H), 8.23 (b, 1 H), 8.10(d, 2H,J - 8.5 Ha), 7.86 (be, 2H), 7.71 (&,
2H, J = 8.5 Hz). 7C NMR (DMSO-de, 150 MHz) 3 (ppm)k 166.1, 167.5,
1503, 136.9, 129.7, 129.1, 124.2 (some signals were not visible owing
to tsutomesism at the BZX moiety) (Fig, 2. Te)

34. Ch

dara of compound of EAZ

Yield — 46%. Yellow solid, mp ~ 130.7-132.4 “C. Anal. Caled. ¥or
CyaH; oNgOa-Hax €, 51.76; H, 3.53; N, 18.86. Found: C, 51.46; H, 3.47;
N, 18.19.7H NMR (CDCL, & 400 MHz): .48 (3, 1 H), 8.35 (br, 1 H), 7.67
(d, 2H, J = 6.8 Hz), 7.71 (br, 1 H), 7.01 (d, 2H, J = 4.8 Hz), 3.90 (5, 3
H). PC NMR (COC, 6 100 MHz): 163.5, 154.6, 151.2, 1289, 127.6,
114.7,114.0, 55.6 (some signals were not vishle owing to tastomeriss

st the EZX molety).
3.5 Molecular docking

mmmmum(m-uwm
! 2%, and the with an active site of TVLDH with
AcGhind of -10.03 kesl/was observed, § lom of the carboxyl
with electroa deficient atoms of the EZX compound, a hydroges inter-
mmwwnﬂumpduw

Experymermd Parszmilogy 293 (2027) 168601
of HZX, the o hydrogen #i b the hydrogen of
&mamwwwmmmamu

b the sulfur of methionine and the fi ring, and

the interaction of the alkyl-carbos hydrogen bond with the oxyges of
BZX (#ig. 4 b

24 Fnsalo m oo [MIC)

In this study, ‘M duced trophozoil from
95% to 100% were i 1o have trich dal activity. All
ds used showed "L"“lﬂlﬂtwulm

of 100 M, the negative control and DMSO did not affect the viability of

hozoites, and the positive comtrol with MTZ reduced the viability of
pmubylm.(rag 9 8

Regarding the MIC, the concentrations that inhibited 95% or more of
the trophozoites, compound £H1 had a MIC of 75 M (¥15. 5 b), reducing
phozaite visbility. Compound EH2 exhibited the lowest MIC (35 pM;
mean 3.22 = 8D 1.13) (¥ig. 5 ) and inhibited up to 95.47%. ¥or com-
pound EH3, we considered the MIC of 45 gM (Fig. & d), where it reduced
the viabdlity in 95% of trophozoites, and EA2 with a MIC of 95 M (mean
1.44 = 5D 062) (Fig J.)anmdwm
ally, the ¥o was stati ined for sach compound, and EH3
iad & lowes 1Cao (683 iM; Log)Can. 0,8347 uM; B = 0,9642) (Fig. 5 d)
than that with compound EH1, which had an 1Cap of 28.71 gM (Log-
1Cso. 1,458 pM; R® = 0,8481 ) (Fig % E). Compound EH2 preseated an
1Caz.of 11.33 gM (LogiCao. 1,064 uM; B ~ (,9876), and that of EAZ iCao
was 1209 pM (LogiCsa. 1,082 pM; R* = 0,9764). Owing to the total
inhibition of the trophozaites, compounds EH1 (75 uM) and EH3 (35
M) did not show a mean ard SD.

27, Assay mvizro (kinetic crve)

The data obtained from the kinetic growth curve showed that all
tested de reduced trophozoite viability by > 90% in the first
budmhm.mwddﬂﬂd&e%mmﬂndm
(¥ix. 6). When read after 6 b, the compounds with the Jowest MXCs, EH2
(35 M) and EH3 (45 pM) (Fig. ¢ ¢ and d, respectively), inhibited
7. vagimalis the most. However, after 12 h of incubation, compound EA2

inhibited 100% of mophozoites and pessisted for up to 96 b (¥ig. 6 a).

ia

ylate, ancthes imteraction between the carbosyl oxygen of diacyl
hydrazine and the hydrogen of serine, & hydrogen i cti
the nitrogen of the 1.2-4 oxadiazale p and the hydrogen of the
> Jcohol, and 2 #i stacking b ks Bl da
Waals bond b the b ring and phenylalanine were cbserved
(Fig. 4 a)
WMMMWnMMAMd
~8.3 keal/mol. The interact) b d were b the carboayl
hydrogen of diacyl kydrazine and the guanidinic hydrogens of arginin

ummmumammumw
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of the MIC of compouts BA2 (a), EHY (b), EH2 (e}, and EHS3 (d). Negative control (eatrestoad

trophencites), MTZ (100 M), DMSO (C.6% solulsilization vehicle)l Asterids seprvsest n significant @ffermsce of P < 006 o MTL

greatest inhibition (99.67%) was also achieved after 48 h, but tropho-
zoites peolifernted again in the subsequent hoars (Fig. & b),

A& Cyweacry assay

The viabdlity of VERO ranged from ~55% to —90%. For the [Cag of
uwmmmmu,-nmnmmw,dmm

4. Discussion

The compounds EH1, EH2 and EH3 used |n this study are new, and
their blological activity has never bees tested. However, the antipara

sitic activiry of d EAZ in Tryp, orust (Petry et al,, 2021)
hnhenr@ﬂd.lm these Noxidederived beterocycles showed
P g activity against T. vaginalis in our results. This phenomenon
was d d in the results of the kinetic growth curve, In which

compound, the viahility was 90%; furth this d sh
dalﬂumvhﬂlnynmm-ds&ﬂudzsp“heand
—91%, respectively).

compounds EAZ, EH1, and EH2 showed no statistical difference in the

reduction of trophozaite viability compared with that with MTZ after 12
h, which was similar to that of compound EH3, which showed no
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significant difference after 6 h of the experiment.

The positive control (MTZ) had its highest activity at 24 h (100%
ishibition). Our results differ from thase of Das Neves et al. and Alves
et al (Das Neves ef ol 2020; Alves et 2L, 2020). Both of those studies
obsesved the total effectiveness of MTZ after 12 h by using the con-
centration of 100 pM and against the same ATCC of 7. vagmalls ased in
our study (#ig. 5 In the inetic growth curve, the compounds EH2 and
EH3 are presented similarly, at concentrations of 35 pM and 45 M,
respectively (Fig. & d and c).

Use of BZX has been described agains flagellated protonos, 7. ot
(Aguirre et al, 200%; Castro ex al | 2000; Petry e al, 2027), Letshmania
amasonenses (Dutra of al., 2014), and Plasmodium sp. (Zarranz o al,
2000; Soollla Remiver et al., 2019), in addition to its antitumor, anti-
bacterial, and antifuagal activity (Chogunove et o, 2014; Farias et al,
201%). A few reports of Noxide derivatives against T. vagalls are
nlﬂlﬂe.l\guimad.{m)uﬂum mpounds derived from

Espermenad Porssselogy 253 (20575) 108601

processes (Coulter et al., 2000 14 et al., 2012} We posit that the activity
olmmynlnbenhdwnuhneththM
groups (- SH) in the thiclate form, b the ction of BZX
with-SH has bees reported (Shiptos and Socklehium, 1977; Kot et al.,
2000; Severina et al., 2004). mwmnw—ﬁk
targets for NO and can dula

Wm(mmmaol,lm).m.dﬂqmy
be related to the inhibiticn of cysteine-type proteinases, abundant oo the
surface of T. voginals (Aamoo Luing ot al, 2011; Hemandex et sl

2011 4), providing for the mad protect) dﬂlu&:m
of the parasites; thus,

protein for the ival of the p (Gdllaﬁll..l')'ll,(.mnl"
et al, 2004).

These results indicate that BZX dertvatives are comcemtratics:

Mhmmmmmmmd
bozoites. All ds tested at the highest concentration (100

demdad

It and b e N-oxides in T. vaginalis and T. aust. They
obtained promising results with compoonds agains T. vaginalis at a
concentration of 100 pg/mL and Nnked the parasitic activity to the
wdmmwmmmmam

being hydrolyzed and then d to N-oxides
Mm‘md&uw-qbemmﬁe
ctivity: release of NO, physicochemical ties of the

ds, and interacti mwmm(ﬂi)(mﬂl
ad,:ma,wxmcﬂ 2009; Jorge et al, 200¢% Soiami e al, 2006).
Oge study suggested that the NO molety of these pounds can

mmmmuummmunou&uu
dase dependent engymatic action of BZX (Femichinl e al, 1999).
Therefore, Cerecetto and Poreal { 2005) stated that trypanocidal activity
is reduced when the N.oxide fraction Is d from the compound
We suspect that this finding case also applies to T. yvaginalis and that NO
release is the main culprit for parasitic activity.

The ATCC 30236 strain is sensitive 1o MTZ and exhibits heteroge
meity due to the p of high molecular weight proteins. Addirion.
ally, this strain posscmes chaperones, such as HSP70, which are

ponsible for p y folding cther proteins, ensuring that they ach-

relesse roxic radicals such as NO, which generate reactive oxyges and
nitrogen species and are responsible for destabilizing the Trypanosoma
cell membrane (Cutiesvex e al, 200%), A simiinr mechanism can be
applied to T. vagnailts b

mummﬂm(m.a al, 1965
Davis- Hayman et al., 2000).

clated with their ability to inhibit the cellul P

(Aguitre ez al., 2008 xwm-—uumwn

and although at different concentrations than these in cur study, it was
effective, inhibiting 100% of eplmastigotes within 48 h (1%, 0.5%, and

Proteases are known to perform imp biclogical p in
the activity of these ds is asso- pmm(sm::d,mlnlf.;., dbs £, Cy iry, and
of the parasia homalysis) rel 10 the path S s (Lodn &

etal, .ﬂu.dmnduanmlo).mﬁydnmﬂm{)hu
mwhmmeﬂnﬂﬂmnmmhm
nlcotinamide

0.25%) (Pery et al, 2021), Natably, the MIC of EA2 (95 uM) inhibited
trophozoite viability (99.45%) in the first 12 h, and trophozoites did not
maultiply after 24 h at the end of the experiment. There was no statistical
difference between the groups after 12 A, Even at the highest MIC of the
other compounds tested, EA2 was promising against 7. vaginalic, with an
oo of 12.09 uM. Moreover, this did not exhibit cytotoxicity at K50, 55
HM, and 25 pM coacentrations, and significant results were observed
regarding inhihiting the protozoan.

mmm-uduumdmm
are probebly related to their antip by there is a
MM(d)hﬁBndlmM(oou)hMa
methoxy group (OCHY) im EA2, and an amino group (NH) one less than
that in the other compounds. Falan! et al. (2000) tested the derivative
BEZX 1.3-dioxides using a methoxy substituent (OCH3) against three
strains of T. cusi and three species of Lashmania sp. And reported low
actwvity in both parasites. This finding differs from that of our study,
whese EH2 and EA2 have the same suhstituent and were effective at
different concentrations against T. vaginalis. Although they are neither
the same protozoa nor the ssme compound, this difference in the sub
stituent in owur study may be related to their bialogical activity.

Jorge et al. (2009) tested BZX derivatives against three strains of

the & of lactate to py ting

denine dizucleotid tmm:u»um. (Wu et al., 1999; Alderete
et sl 198%). Energy production depends on the catalytic routes of LDH
and malate dehyd: b the p depends on giycol-
yﬁ.uuh.&qlmﬂnlm;a:h‘ ction with compound
Thus, any attempt to g or pt the activities of
these eagymes would be self.& ive for the parasite. 7. vaginualis
energy is g d through sub level glycolytic phaspharylation,
which Py to molecular hydrogen and acetate. In the
crystal structure of TvLDH, Lew9 (b ) has been ob d( i

et al,, 2012 Jeffery et al, 2018; Kayambaa et al, 2021). According to
Westrop et al, (2017) (Westrop et al., 2017), LOH has broad specificity
hmmmmnummuum
m:w of Z-hyd acid, i

bolism is fmp futbuvhulnyduq)ham
wnm.mmmmummm
that inhibits TVLDH other than S nitrolmidazoles () eitsch, 2016). In this
study, r slico analysis by molecular docking showed that the bénding
site of EH3 imteracted with the hinding sites of TVCPC and TvilDH,
suggesting that these proteins are selated to the action of these com.
pounds against 7. vagmalls. Therefore, the BZX system Is promising for
developing new drugs that target the protozoa associated with public
heaith.

Based on the findings of this study and those of the literature, our

Juash kﬁn&muqouﬂsmuﬂuthmb-dm

Stphydococcus mareus. They reported the b sidal ““—dhy&b

phabic substituents (Cl, CF3, Br) astached 1o the b i

well as compounds with an ch in the substin (e.;..

NH2 and OCH3), This result agrees with our Jes: we ob d an hozol

antiparasitic activity with the lowest ICao (6,83 pM) In the ¥H3 com-
pound, relating the best antiparasitic activity to the hydrophobie (1

within a few howrs after the experi tion of

mwmumwmmwma
EH3 had the lowest 1Cs0 and were the most promising. Further research

decule of the b ring. Furth both smdies positively buuldbe ducted ;n vvo to explore a new forms of treatments for
correlated & methaxy group with anti-trich and antimicroblal rich and apt to d the mechanism of action of
activities. Therefore, the physicochemical properties of the compound: these compounds in T. vaginalic
may Influence their biological activity.
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Pedido nacional de Invengiéio, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigéio de Invengéo e entrada na fase nacional do PCT

Nimero do Processo: BR 10 2023 014483 2

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou RazSo Socal UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Tipo de Pessoar Pessoa Jurkiica
CPFICNPJ: 52242080000100
Nacionalcacde: Erastera
Cuaificaglio Arriiica: Insttucio de Ensino & Pesquisa
Endereqo: Rua Comes Camei, 01 - EQ Defim Mendes Sibeira- Campus
Cidade: Peiotas
Estado: RS
CEP: 95010-610
Pais: Erast
Telefone: (S3) 3234 4086
Fax
Emait epiiaguipel edu br

gmg‘m 2 fol enviada pelo sisters Pescionaments Slsrdnico am 1907/2022 82
32, £70230062132
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Natureza Patente: 10 - Patents de inveng3o (PI)

Thulo da Invenglo ou Modelo de Availac3o In VItTo 005 dervados benzofuroraEnos ente 3o
l‘(:‘n;: A presente Invengao refere-c2 3 dferentes COMPOsins datvados
DEMZOAIOXEN0S avalacos

amina (EA2) € quatro 3omos e nitrogénio & cinco #omos de
oxigenio além de 00is grupos AMINg Nos anéls ammatcos (EH1,
EH2, EH3). Além disso 0s hetemdcios EH2 e EA2 aisplem de um

de do Instituto de
Elologa & 30 Laboraiono de CQuimica ) 82 Universidace
Fegeral de Santa Maria e tem como deSEnVOIVer Um NOVO
com 3¢50 INCOMONICiaa que POGEra ser de grancs
IMpOrancia na sadoe umana e

Eronco

Petigho OUIN0Y |52 do FIOTNTY, phg 251

fol enviada pelo sistems Peticionamento Eletrdnico em 19072022 a3

132, ST0230063132



Dados do inventor (72)

Inventor 1 ge 8

Nome: CAMILA BELMONTE CLUIVEIRA
CPF. 932627450391
Nacionalidade. Erasiera
Quaitcagdo Fisicar Professor do ensino superor
Enderego: Av. Adoifo Falter, 4831, Fase 2, iote G10
Cidade: Peloias
Estado. RS
CEP: 95085-750
Pais. ERASIL
Telefone: (55) 999 038779
Fax
Emal: camiabaimonisvetgyahoo.com.or
inventor 2de 8

Nome: MARJORIE DE GIACOMETI
CPF 08653207996
Nacionalidace: Erasiera
Qualticagio Fisica: Doutorando
Endereqo: Rua Santa Clara, 1046 Trés Vendas
Cidade: Peiotas
Estado; RS
CEP: 95065420
Pals. BRASIL
Telefone: (43) 368 D41572
Fax
Emak: marjorie.glacometi@gmal.com
inventor 3 e 8

m‘;‘”’o £ %o fol ey siztema Pesc Sletrtrico em 19072023 82

1232, Petclo s70230062132
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Nome: LUCIANO DORNELLES
CPF. 45753041020
Nacionalidade: Erasiera
Gualificagiio Fisicar Profiessor 0o ensing superior
Enderego; Rua Viorino da Casa, n 500, c3sa 38C, Cantio
Cidage: Santz Mana
Estad: RS
CEP. 97060491
Pals: BRASIL
Telefone: (55) 291 0S2065
Faxc
Emal: Idomeighgmal com
Inventor £ de 8

Nome: JOAO CANDIDO PILAR MAYER
CPF. DI777171040
Nacionalidace: Erasbeira
Gualitcagso Fisica Doutorando
Enderego: Avenida Rio Branca, n* 665, apto. 205, Centro
Cidage: Santz Mana
Estado: RS
CEP: 97010423
Pals: BRASIL
Telefone: (55) 964 121503
Fac
Emak jcmayesD1@gmail.com
Inventor 5 ge 8

w s fol enviada peio sistema Pescionasmento Slavtrico am 1907/2023 83
1R, 70230063132
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Nome: SIBELE BORSUK
CPF: 95166120068
Nacionaldace: Eraslera
Gualificagdo Fisica: Professor 0o ensino superor
Enderego; Ri@ Paore Anchieta, 4553 casal9, Centro
Cidage: Pelotas
Estado: RS
CEP: 95015420
Pals. BRASIL
Tesefone: (53) 951 416888
Fax
Emak sibeleborsukghgmal com
Inventor 6 de 8

Nome: FILIPE OBELAR MARTINS
CPF: 04137270090
Nacionaidade: Brastera
Qualitcaglio Fisica: Estudants de Graouagio
Enderego; Rua Gongaives Chaves, 862 apto 101, Cantro
Cidace: Pelotas
Estad; RS
CEP: 95015-560
Pals; BRASIL
Telefone: (53) 964 772227
Fax
Emak obetariSEgman com
Inventor 7 de 8

W £ S0 fol enviada pelo Txtea f Sletrtrico em 1907/2023 82
1032, Peticlo 70230063132
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Nome: ALEXIA BRAUNER DE MELLO
CPF. 03743954052
Nadlonaldage: Eraslera
Quaiitcago Fisicar Doutoranto
Endereqo: Rua General Osorlo, 968, Centro
Cidage: Peiotas
Estado: RS
CEP. 95020-000
Pais. BRASIL
Telefone: (S3) 984 523324
Fax
Emak Iexabraunemmelioggmail.com
nventor Sge 8

Nome: YAN WAHAST ISLOBAD
CPF. DI731560028
Nacionalidade” Erasiers
Qualifcagdo Fisica: Mestranco
Endereqo; Avenida Duque de Caxias, 495, Fragata
Cigace: Peiotas
Estac; RS
CEP: 95030-001
Pals: BRASIL
Telefone: (53) 361 152624
Fax
Emak yanwahasiDeg@gmail com
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Sintetizacao dos compostos EA2, EH1, EH2, EH3

Rota sintética para obtencao dos intermediarios

o] 0 0O
| [C o
NH, N
1 2

OH -0
N '\d i r\! »'}OEt
R” “ N &
R-
3a-c 4a-c S5a-c
i
\J

6a-c

R = H (a), OCHs (b), CI (c).

i) NH20H.HCI, NaOH, EtOH/ H20; t. a., 15 a 20 h (SRIVASTAVA, 2009). ii) EtO2CC(O)CI, DIPEA, THF;
refluxo, 2 h (HUGUET, 2012). iii) N2H4.H20, EtOH; 1 h, t. a. (HUHTINIEMI, 2008).



Sintese dos compostos 7a-c (EH1, EH2 e EH3)

Tabela 1 — Sintese das diacilidrazinas 7a-c.

_ N
i N\ O - (ﬁ O
2 + ba-c = R NZ -\, N N N*
— N 0
0 N
Ta-c
R =H (a), OCHs (b), Cl (c).
Composto Cadigo R Rendimento (%)?
7a EH1 H 76
7b EH2 OCHs 70
7c EH3 Cl 88

i) 2 (0,5 mmol), 6a-c (0,5 mmol), EtsN (5 eq.), TBTU (1,1 eq.), diclorometano (5 mL), t. a., 2 h (adaptado
de STABILE, 2010; MAYER, 2017). a) Produto isolado e purificado por extragdo com solventes.

Procedimento experimental para sintese dos compostos 7a-c:

Em um baldo de duas bocas munido de agitagdo magnética, solubilizou-se
acido benzofuroxano-6-carboxilico (2) em diclorometano (5 mL), e foram adicionados,
em seguida, trietilamina (5 eq.), TBTU (1,1 eq.) e a hidrazida apropriada 6a-c.
Manteve-se o sistema sob agitacéo por 2 h, e, apds, adicionou-se solugédo aquosa de
HCl a 2 mol.L-! (5 mL). A mistura foi agitada por mais 5 min adicionais e transferida
para um funil de extracdo, ao qual foi adicionado diclorometano (50 mL). A fase
organica foi lavada trés vezes com solugdo aquosa de HCl a 2 mol.L-" (30 mL), seca
sob sulfato de magnésio e filtrada, lavando-se o residuo sélido com acetato de etila.

O solvente foi removido sob presséao reduzida, fornecendo a diacilidrazina pura.



1-Oxido de 6-(2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-carbonil) hidrazinocarbonil)benzo[c]
[1,2,5]oxadiazol (7a, EH1):

Rendimento = 76 % (solido amarelo). RMN H (DMSO-d6, 600 MHz), & (ppm): 11,71
-11,28 (sl, 2 H); 8,23 (sl, 1 H); 8,10 (d, 2 H, J=6,8 Hz); 7,91 (sl, 1 H); 7,68 — 7,62 (m,
3 H). RMN *C (DMSO-d6, 150 MHz) & (ppm): 168,3; 168,0; 152,4; 132,2; 129,5;
127,3; 125,3.

1-Oxido  de  6-(2-(3-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-carbonil)hidrazinocarbonil)
benzo[c] [1,2,5]oxadiazol (7b, EH2):

Rendimento = 70 % (sélido amarelo). RMN 'H (DMSO-d6, 600 MHz), & (ppm): 8,17
(sl, 1 H); 8,02 (d,2 H, J=8,7 Hz); 7,89 (sl, 2H); 7,16 (d, 2 H, J = 8,7 Hz), 3,85 (s, 3
H). RMN 13C (DMSO-d6, 150 MHz) é (ppm): 168,3; 168,0; 152,4; 132,2; 129,5; 127,3;
125,3.

1-Oxido de 6-(2-(3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-carbonil)hidrazinocarbonil)
benzo[c] [1,2,5]oxadiazol (7¢c, EH3):

Rendimento = 88 % (solido amarelo). RMN 'H (DMSO-d6, 600 MHz), & (ppm): 11,75
(sl, 1 H); 11,27 (sl, 1 H); 8,23 (sl, 1 H); 8,10 (d, 2 H, J = 8,5 Hz); 7,88 (sl, 2 H); 7,71 (d,
2H,J=8,5Hz). RMN 13C (DMSO-d6, 150 MHz) & (ppm): 168,1; 167,5; 152,3; 136,9;
129,7;129,1; 124,2.



Espectros de RMN de 'H e de '3C
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Espectro de RMN de 'H do composto 7a (DMSO-d6, 600 MHz).
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Espectro de RMN de 3C do composto 7a (DMSO-d6, 150 MHz).
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Espectro de RMN de 'H do composto 7b (DMSO-d6, 600 MHz).
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Espectro de RMN de '3C do composto 7b (DMSO-d6, 150 MHz).
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Espectro de RMN de 'H do composto 7¢ (DMSO-d6, 600 MHZz).
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Espectro de RMN de 3C do composto 7¢c (DMSO-d6, 150 MHz).

Composto denominado EA2

0 N-N

P | HN— |

", O
OCH, ZS0CH,4

8 9

i) a) 8 (5 mmol), NH2NHC(O)NH2.HCI (5 mmol), AcONa (5,5 mmol), MeOH, t. a., 15
min., remog¢ao do solvente. b) 12 (5,5 mmol), K2CO3 (10 mmol), dioxano (15 mL), 101
°C, 15 h. Rendimento = 78 %.

NIU, P. et al. Synthesis of 2-Amino-1,3,4-oxadiazoles and 2-Amino-1,3,4-thiadiazoles
via Sequential Condensation and |>-Mediated Oxidative C—O/C—S Bond Formation.
The Journal of Organic Chemistry, v. 80, n. 2, p. 1018 — 1024, 2015.



10 (EA2)

i) 2 (0,5 mmol), 9 (0,5 mmol), EDC (0,6 mmol), DCM (5 mL), MeCN (5 mL), t. a., 1 h.

Rendimento = 46 %.

a) ELLIOT, G. I. et al. Intramolecular Diels—-Alder/1,3-Dipolar Cycloaddition Cascade
of 1,3,4-Oxadiazoles. Journal of the American Chemical Society, v. 128, n. 32, 10589
— 10595, 2006.

b) OQUARE, B. Y. e TAYLOR, J. S. Synthesis of peptide nucleic acid FRET probes
via an orthogonally protected building block for post-synthetic labeling of peptide
nucleic acids at the 5-position of uracil. Bioconjugate Chemistry, v. 19, n.11, 2196 —
2104, 2008.

Procedimento para obtengcao do composto 10 (EA2):

A um baldo munido de agitagcdo magnética contendo acido benzofuroxano-6-
carboxilico (2, 0,5 mmol) e o 2-amino-1,3,4-oxadiazol 9 (0,5 mmol) em uma mistura
de diclorometano (5 mL) e acetonitrila (5 mL), adicionou-se cloridrato de 1-etil-2-(3-
(dimetilamino)propil)carbodi-imida (EDC, 0,6 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente por 2 h, e o solvente foi removido por evaporagao
rotativa sob pressao reduzida. Apds, adicionou-se 5 mL de agua ao baléo e o residuo
foi rapidamente triturado para a dissolugdo do subproduto de ureia dissubstituida. A
suspensao obtida foi filtrada a vacuo e o sdélido foi lavado com 10 mL de agua, vertida
aos poucos durante cerca de 30 s. O produto sélido foi transferido para um baldo ao
qual se adicionou acetato de etila (30 mL), e o solvente foi removido por evaporagao
rotativa. Ap6s uma nova adigédo de acetato de etila (30 mL) seguida de evaporagao e
secagem sob presséao reduzida, o produto 10 (EA2) foi obtido como um solido amarelo.
Rendimento = 34 %.



RMN de 'H (CDCls, & 400 MHz): 8,48 (s, 1 H); 8,35 (sl, 1 H); 7,87 (d, 2 H, J =
8,8 Hz); 7,71 (sl, 1 H): 7,01 (d, 2 H, J = 8,8 Hz); 3,90 (s, 3 H). RMN de 13C (CDCls, &

100 MHz): 163,5; 154,6; 151,2; 128,9; 127,6; 114,7; 114,0; 55,6.

Espectro de RMN de 'H do composto 10 (EA2) em CDCl3, 400 MHz (3, TMS).
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Espectro de RMN de '3C do composto 10 (EA2) em CDCls, 100 MHz (3, TMS).
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