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1. INTRODUCAO

Trichomonas vaginalis é o agente etiolégico da tricomoniase, doenca
sexualmente transmissivel nao-viral mais frequente do mundo, com uma
estimativa de 276 milhdes de novos casos ao ano (WHO, 2012). E um protozoario
flagelado, anaerdbio facultativo, que infecta o trato urogenital de homens e
mulheres, sendo mais comum em individuos do sexo feminino (89%) (LEITSCH,
2016). Pode apresentar-se de forma assintomatica (80%) (ALLSWORTH et al.,
2009) ou, em casos mais graves, induzir vaginite severa e infec¢des crénicas,
podendo causar infertilidade (GRODSTEIN et al., 1993), doenca inflamatoria
pélvica (CHERPES et al., 2006), cancer cervical e de préstata (VIIKKI, 2000) e
complicacBes durante a gravidez (PETRIN et al.,, 1998). Também atua como
facilitador para a infeccéo pelo virus HIV (VAN DER POL et al., 2008).

Seu tratamento consiste no uso de compostos da classe 5-nitroimidazois,
como o Metronidazol e o Tinidazol, Unicos farmacos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA, EUA). No entanto, esses compostos possuem alta
toxicidade, ocasionando efeitos adversos durante o tratamento. Além disso, casos
de resisténcia do parasita a esses compostos ja foram relatados (LEITSCH et al.,
2014), o que aumenta a necessidade de busca por novos farmacos para
tratamento dessa doenca.

Os compostos derivados de chalconas ja apresentaram diversas atividades
biolégicas contra diferentes classes de microrganismos (ZHOU et al., 2015), como
antibacteriana, antifingica, antiviral, anti-inflamatéria, entre outras (DIAZ-TIELAS
et al.,, 2016), demonstrando o alto potencial farmacoldgico desses compostos.
Tendo em vista o amplo espectro de atividades bioldgicas apresentada por esses
compostos, 0s mesmos podem representar uma classe de substancias
extremamente importante no desenvolvimento de novos farmacos com atividade
antiparasitaria.

A partir disso, o presente trabalho busca avaliar a atividade anti-T. vaginalis
dos compostos derivados de chalconas, a fim de verificar suas propriedades
farmacoldgicas como uma alternativa para o tratamento da tricomoniase.

2. METODOLOGIA

Os compostos derivados de chalconas foram sintetizados pelo Laboratério
de Lipiddmica da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). Quatro compostos,
com estruturas quimicas distintas, foram utilizados nesse trabalho, sendo
denominados CHO1, CHO02, CHO3 e CHO4.
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Para avaliar a atividade biologica in vitro dos compostos, foram utilizados
isolados de Trichomonas vaginalis ATCC 30236, cultivados em meio Tripticase-
extrato de levedo-maltose (TYM) (DIAMOND, 1957), sem &gar, pH= 6,0,
suplementado com 10% de soro bovino adulto estéril, inativado a 56°C (POLAT,
et al., 2016). As culturas foram analisadas em microscépio Optico e contadas em
camaras de Neubauer, sendo utilizadas nos ensaios apenas aquelas que
apresentaram 95% de viabilidade, comprovadas por exclusdo pelo corante Azul
de Tripan 0,4%, sendo considerados viaveis aqueles que apresentavam auséncia
de coloracdo pelo corante. A motilidade e morfologia dos trofozoitos também
foram levadas em consideracao para realizagdo dos experimentos.

Para verificacdo da atividade biolégica dos compostos, o rastreamento
farmacoldgico foi realizado em microplacas (96 cavidades, fundo chato - Cral®),
onde os protozoarios foram incubados em uma densidade de 2,6 x 10°
trofozoitos/mL, juntamente aos compostos na concentragdo final de 100 pM,
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO 0,6%), no momento dos ensaios. Juntamente,
foram realizados trés controles a fim de confirmar a atividade dos compostos,
sendo eles: um negativo, contendo apenas os trofozoitos vivos; um positivo,
contendo Metronidazol 100puM e um controle com DMSO, n&do podendo exceder a
concentracdo de 0,6% em cada cavidade, comprovando que 0 mesmo nao
interfere na morte do parasita. Todos os experimentos foram realizados trés vezes
e em triplicatas. As placas foram armazenadas em estufas com 5% de CO,, a
37°C, durante 24 h.

Apos o tempo de incubacdo do experimento realizado, os trofozoitos serdo
homogeneizados com Azul de Tripan (0,4%) na propor¢do 1:1. O preparado sera
contado em Camara de Neubauer, observado em microscépio Optico (ampliacédo
x 400) e também serdo observados parametros como motilidade e morfologia dos
trofozoitos, sendo considerados vivos aqueles que apresentarem motilidade
positiva e auséncia de coloracao pelo corante.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad 5.0
para Windows (GraphPad Software, USA). Os dados foram submetidos a analise
unidirecional da variancia (ANOVA), utilizando um valor de probabilidade de
p<0,05. O teste de Tukey foi utilizado para identificar diferencas significativas
entre as médias entre os diferentes tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos quatro compostos apresentados, todos apresentaram reducdo na
viabilidade dos trofozoitos, conforme demonstrado na figura 1.
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Figura 1: Screening dos compostos em T. vaginalis ap0s 24h de incubacao.
As barras representam a viabilidade de cada trofozoito e as letras representam as
diferenca significativas entre cada grupo.

Com os resultados verificados através das contagens em camara de
Neubauer apo6s 24h, exclusdo por azul de tripan e analises estatisticas apos 24h,
€ possivel observar, conforme figura 1, que os compostos CH02, CHO3 e CH04
reduziram a viabilidade dos trofozoitos em 97,1%, 87,4% e 96,8%,
respectivamente e nao apresentando diferenca significativa do controle com
Metronidazol (MTZ), farmaco utilizado atualmente para o tratamento da
tricomoniase, demonstrando assim que 0Ss compostos possuem atividade
promissora no tratamento in vitro de Trichomonas vaginalis.

O composto CHO1 reduziu a viabilidade dos trofozoitos em 76%,
apresentando diferencas significativas tanto do controle negativo, quanto do
controle MTZ, demonstando que o mesmo pode apresentar resultado positivo se
testado em concentracdes mais altas.

Além disso, na figura 1, € possivel observar que o controle DMSO 0,6% né&o
apresentou diferenca significativa do controle negativo (somente trofozoitos),
demonstrando que o0 mesmo nao interfere na atividade dos parasitas submetidos
ao tratamento com 0s compostos.

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados, os compostos derivados de chalconas
apresentam atividade biol6gica promissora em trofozoitos de Trichomonas
vaginalis. Sendo assim, novos testes deverdo ser realizados, a fim de demonstrar
sua concentracdo inibitéria minima (MIC), valor da metade da concentracédo
inibitoria (IC50), testes de citotoxicidade e mecanismo de a¢cdo dos compostos no
parasita.
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