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Resumo

NEVES, Raquel. Atividade anti-Trichomonas. Vaginalis: efeitos bioquimicos e
moleculares de compostos analogos a chalconas. 2019. 84f. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de Pés-Graduacgao em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O tratamento da tricomoniase é baseado nos farmacos 5'-nitroimidazéis, o qual tem
apresentado falhas relacionadas a reac6es alérgicas, efeitos adversos e o surgimento
de isolados resistentes. Ndo existem medicamentos alternativos aprovados para o
tratamento desses casos, sendo necessaria a busca por novas moléculas ativas.
Nesse cenario, as chalconas tém sido amplamente estudadas por suas promissoras
atividades bioldgicas, tais como: antibacteriana, antifangica, antiviral, antiparasitaria,
entre outras. Neste trabalho, é apresentado um manuscrito contendo a sintese de trés
hidroxichalconas (3a, b e ¢) e andlises da atividade bioldgica dessas moléculas in vitro
e in silico sobre Trichomonas vaginalis. A avaliacao bioldgica in vitro mostrou que a
hidroxichalcona 3c apresentou atividade anti-T. vaginalis, com morte completa dos
trofozoitos em 12 h de incubacg&o na concentracdo inibitéria minima (MIC) de 100 puM.
3c mostrou uma citotoxicidade dose-dependente, com concentracao citotoxica para
50% das células (CCso) de 118,9 uM em células VERO em 24 h. Ja a associacao de
12,5 yM de 3c e 40 pyM de Metronidazol (MTZ) mostrou 95,31% de atividade contra
trofozoitos de T. vaginalis apés 24 h de exposicdo e ndo afetou o crescimento de
células VERO. A avaliacdo RS (Reactive Species) e TBARS (Thiobarbituric acid
reactive substances) mostrou aumento na producao de RS e dano lipidico induzido
por 3c de forma isolada e em associacdo com MTZ. A analise in silico por docking
molecular mostrou que 3c pode inibir a atividade das enzimas TvMGL (metionina
gama-liase), TvLDH (lactato desidrogenase) e TvPNP (purina nucleosideo
fosforilase), afetando a sobrevivéncia de T. vaginalis, sugerindo um mecanismo de
acao diferente do MTZ. Além disso, em anexo a este documento, estad uma patente
de invencdo, depositada no Instituto Nacional da Propriedade Intelectual,
exemplificando duas classes de chalconas com atividade anti-T. vaginalis, as
hidroxichalconas, e chalconas com 2-acetiltiofeno. Portanto, estes resultados
sugerem que moléculas analogas a chalconas sao promissores agentes anti-T.
vaginalis e devem ser consideradas para novas investigacdes para o tratamento da
tricomoniase tanto de forma isolada, quanto em associacdo com MTZ.

Palavras-Chave: Tricomoniase, Sintese, Hidroxichalconas, Docking Molecular.



Abstract

NEVES, Raquel. Anti-Trichomonas. vaginalis activity: biochemical and molecular
effects of chalcones analogues. 2019. 84f. Dissertacdo (mestrado) - Programa de
Pos-Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The treatment for trichomoniasis based on 5’-nitroimidazol agents has been presented
failures related to allergic reactions, side effects and appearance of resistant isolates.
There are no alternative drugs approved for the treatment of these cases, so the search
for new active molecules is necessary. In this scenario, chalcones have been
extensively studied for their promising biological activities, such as: antibacterial,
antifungal, antiviral, antiparasitic, among others. Here, we present a manuscript
containing the synthesis of three hydroxychalcones (3a, b and c), in vitro and in silico
analyses against Trichomonas vaginalis. The in vitro biological evaluation showed that
hydroxychalcone 3c presented anti-T. vaginalis activity, with complete death in 12 h of
incubation at the minimum inhibitory concentration (MIC) of 100 yM. 3c showed a
dose-dependent cytotoxicity, with cytotoxic concentration for 50% of cells (CC50) of
118,9 uM against VERO cells in 24 h. To overcome this situation, the association of
3c at 12,5 yM, and MTZ at 40 pM showed 95,31% activity against T. vaginalis
trophozoites after 24 h of exposure and did not affect the VERO cells growth. The RS
(Reactive Species) e TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) evaluation
showed increased RS production and lipid damage induced by 3c alone and in
association with MTZ. In silico analysis by molecular docking showed that 3c could
inhibit the enzyme activity of TYMGL (methionine gamma-lyase), TvLDH (lactate
dehydrogenase) and TvPNP (purine nucleoside phosphorylase), affecting the T.
vaginalis survival, and indicating a different mechanism of action from MTZ. In addition,
attached to this document, is a patent of invention, deposited in the National Institute
of Intellectual Property, exemplifying two classes of chalcones with anti-T activity.
vaginalis, hydroxychalconas, and chalcones with 2-acetylthiophene. Therefore, these
results suggest that hydroxychalcones are promising anti-T. vaginalis agents and must
be considering for further investigations for trichomoniasis treatment both in isolation
and in association with MTZ.

Keywords: Trichomoniasis, Synthesis, Hydroxychalcones, Molecular docking.
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1 INTRODUCAO GERAL

A tricomoniase € a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) nao viral
mais comum e prevalente no mundo. Com base nas estimativas da Organizacao
Mundial de Saude (OMS), a tricomoniase afeta mais de 276 milhdes de pessoas
por ano em todo o mundo (World Health Organization, 2012; Leitsch, 2016).
Atualmente, o tratamento para tricomoniase humana € baseado em farmacos da
classe 5'-nitroimidazol, mais especificamente Metronidazol (MTZ) e Tinidazol
(TNZ), que sao os unicos medicamentos aprovados e recomendados pela Food
and Drug Administration (FDA). No entanto, este curso de tratamento tem
mostrado algumas falhas, que podem ser atribuidas a reacdes alérgicas, efeitos
adversos e o0 aparecimento de isolados resistentes aos 5'-nitroimidazois
(Paulish-miller et al., 2014).

N&o ha medicamentos alternativos aprovados para o tratamento desses
casos, fazendo com que a dependéncia de uma Unica classe terapéutica seja
problematica, por isso a busca por tratamentos alternativos aos 5’-nitroimidazois
€ necessaria e tem sido frequentemente estudada. Neste contexto, 0s
compostos sintéticos apresentam uma importante ferramenta para a descoberta
de farmacos (de Brum Vieira et al., 2015; Bala & Chhonker, 2018).

No processo de descoberta de novos farmacos antiparasitarios, a
concepcdo e sintese de novos compostos com alta especificidade é
particularmente importante para o desenvolvimento de farmacos clinicamente
Uteis. Sendo assim, proteinas de T. vaginalis, como a lactato desidrogenase
(LDH), metionina gama-liase (MGL) e a purina nucleosideo fosforilase (PNP)
podem servir como alvos para predizer potenciais inibidores, porque diferem das
proteinas humanas e sdo essenciais para a sobrevivéncia de T. vaginalis (Setzer
et al., 2017).

O uso da estrutura padrao de chalconas (1,3-difenil-2-propeno-1-ona),
permite uma multiplicidade de substituicbes devido a sua sintese facil, quimica
simples e facilidade de manipulacdo de atomos de hidrogénio que podem
oferecer diferentes atividades bioldgicas (Division et al., 1968; Gomes et al.,
2017). Chalconas séo cetonas aromaticas aq,B-insaturadas, precursoras de

cadeia aberta para a biossintese de flavonodides e isoflavonoides, amplamente



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

12

distribuidas na natureza, em alimentos e bebidas. Suas atividades biol6gicas tém
sido extensivamente estudadas, apresentando atividades promissoras, como
antitumoral (Mahapatra et al., 2015), antifingica (Palanco et al., 2017),
antioxidante, analgésica, anti-inflamatoria (Abdellatif et al., 2015), antiparasitaria
(Borsari, Santarem, Torrado, Olias, et al., 2017) e, mais importante, anti-T.
vaginalis (Trein et al., 2018).

Para indicar uma nova alternativa para o tratamento da tricomoniase,
neste trabalho € descrito a sintese e atividade antiparasitaria de trés analogos
de chalconas, as hidroxichalconas, de forma isolada e em associacdo com
Metronidazol. Além disso, analises dos efeitos bioquimicos contra trofozoitos de
T. vaginalis, citotoxicidade contra fibroblastos e andlise de docking molecular
com enzimas de T. Vaginalis foram realizados para indicar um perfil mais

aprofundado sobre comportamento desses compostos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis, € um protozoario da familia Trichomonadidae, da
subfamilia Trichomonadinae, da ordem Trichomonadida, da classe
Zoomastigophorea, e do filo Sarcomastigophora. As trés espécies encontradas
no homem sao Trichomonas tenax, ndo-patogénico, que vive na cavidade bucal
humana e também de chipanzés e macacos; Trichomonas hominis, também
nao-patogénico, que habita o trato intestinal humano; e Trichomonas vaginalis,
a Unica espécie que tem potencial patogénico e que coloniza o trato geniturinario
de homens e mulheres (Maciel et al., 2004). Em 1836, este protozoario foi
descrito por Donné, que o isolou de uma mulher com vaginite, e entre 1894 -
1896, outros pesquisadores observaram este protozoario na uretra de um
homem (Thorburn, 1974).

De todos os tricomonadideos, T. vaginalis € o mais amplamente
estudado. Segundo Maciel et al. (2004), T. vaginalis € uma célula polimorfa, tanto
no hospedeiro natural como em meios de cultura, onde as condicdes fisico-
quimicas do ambiente em que se encontra modificam a aparéncia do protozoario.
Sua multiplicacdo, como em todos os tricomonadideos, se da por divisédo binaria
longitudinal e ndo possui forma cistica, apenas a trofozoitica. Quando vivos,
apresentam variacdo no seu tamanho e forma, podendo ser elipséides ou ovais
e algumas vezes esféricos. Seu comprimento é de aproximadamente 9,7 um e a
largura de 7 ym. Quando presente na mucosa do hospedeiro, verifica-se a forma
ameboide, devido a sua alta plasticidade, tendo a capacidade de formar
pseuddpodes, 0s quais sdo usados para capturar os alimentos e se fixar em
particulas sélidas (Maciel et al., 2004).

T. vaginalis possui quatro flagelos livres, com tamanhos desiguais,
provindos do canal periflagelar que auxiliam na locomoc¢éo do parasito. Além
disso, apresentam uma membrana ondulante voltada para trds que emerge fora
do canal periflagelar e que se adere ao corpo. O axostilo, € uma estrutura rigida
e hialina, formada por microtibulos que emerge para fora do organismo,
percorrendo todo o corpo, e tem como funcdo a sustentacdo do parasito. O

nacleo é elipsoide préximo a extremidade anterior, com uma dupla membrana
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nuclear e frequentemente apresenta um pequeno nucléolo. Esse protozoario é
desprovido de mitocéndrias, mas apresenta hidrogenossomos, granulos densos
que podem ser vistos ao microscépio 6ptico, e sdo importantes na regulacdo do
metabolismo pois sdo portadores da piruvato ferredoxina-oxidorredutase
(PFOR), enzima capaz de transformar o piruvato em acetato pela oxidacao
fermentativa e liberar adenosina 5'-trifosfato (ATP) e hidrogénio molecular (H2)
(Dino Petrin et al., 1998; Maciel et al., 2004).

T. vaginalis € um organismo anaerobio facultativo, o qual cresce em
meio com pH entre 5 e 7,5 e em temperaturas entre 20° C e 40° C. Como fonte
de energia, o protozoario utiliza glicose, maltose e galactose (Maciel et al., 2004).
Devido ao fato de o ambiente vaginal ser constantemente modificado por
variagdes de pH, horménios, menstruacdo e fornecimento de nutrientes, a
capacidade de armazenar glicogénio como forma de energia, € importante para
0 parasito, pois sob condi¢cdes em que tais compostos sdo limitados, a utilizacao

de aminoacidos torna-se vital. (Dino Petrin et al., 1998).

2.2 Tricomoniase

2.2.1 Epidemiologia e transmisséo

T. vaginalis coloniza o trato geniturinario de homens e mulheres, onde
provoca infeccéo e fora deste local ndo sobrevive. E o parasita responsavel pela
tricomoniase, IST ndo viral mais comum no mundo. Em 2008, a OMS estimou
em 276,4 milhdes de casos anualmente em pessoas entre 15 e 49 anos, sendo
89% desses casos em mulheres. A prevaléncia mundial de tricomoniase é muito
maior do que outras IST’s curaveis, como a gonorreia e sifilis, ambos com 36,4
milhdes de casos, e infeccdo por clamidia, com 100,4 milhdes de adultos
infectados. No Brasil, a prevaléncia varia de 2,6% a 20% entre mulheres, essa
variacao € devido ao fato de a tricomoniase n&o ser uma IST obrigatoriamente
reportada e por varios casos nao serem diagnosticados, devido a baixa
sensibilidade dos testes de diagndstico disponiveis (Menezes et al., 2016).

No Rio Grande do Sul um estudo realizado por Aguiar et al. (2017) identificou
uma prevaléncia de 4,1% em 345 mulheres, em que, 5,9% entre mulheres

gravidas, 8,5% entre mulheres soropositivas e 10,1% entre gestantes
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soropositivas. As taxas para grupos com outras caracteristicas demograficas e
clinicas significativas foram: 6,6% entre mulheres com pele branca, 12,3% entre
mulheres com renda abaixo do salario minimo mensal, 7,4% entre mulheres com
pH vaginal maior ou igual a 4,6 e 7,9% entre mulheres com outras IST’s. Bruni
et al. (2018), analisaram amostras de 499 mulheres, e a taxa de positividade foi
de 4,2% de trofozoitos de T. vaginalis encontrados em mulheres de Pelotas, Rio
Grande do Sul, onde 59,7% das mulheres infectadas eram sintomaticas. A
incidéncia da infeccdo depende de varios fatores, incluindo idade, atividade
sexual, numero de parceiros sexuais, outras IST’s, fase do ciclo menstrual,
técnicas de diagnostico e condigdes socioecondémicas, entre outros. Diferencas
no padréo de vida, nivel educacional e higiene pessoal sao fatores importantes
que influenciam na incidéncia da infecgdo (Dino Petrin et al., 1998).

A transmissao de T. vaginalis ocorre principalmente através da relacao
sexual. Os trofozoitos podem sobreviver por mais de uma semana sob o
prepucio do homem sadio apoés relagdo com uma mulher infectada, e esse fato
faz com que o homem se torne o principal vetor da doenca (Maciel et al., 2004).
Além disso, atualmente admite-se que a transmissdo nao-sexual é rara, mas
teoricamente pode ocorrer. Como por exemplo, em duchas contaminadas,
espéculos ou assentos de vasos sanitarios, agua, urina e sémen mesmo apos
algumas horas de exposi¢ado ao ar. O organismo, ndo tendo a forma cistica, é
suscetivel a dessecacdo e as altas temperaturas, mas pode viver,
surpreendentemente, fora de seu habitat por algumas horas, sob altas condicdes
de umidade, podendo viver durante trés horas na urina coletada e seis horas no
sémen ejaculado (Maciel et al., 2004).

Outra forma de transmissdo se da durante o parto, onde em 5% dos
casos ocorre transmissdo da mae infectada para recém-nascidas, durante a
passagem pelo canal vaginal, devido a infec¢cdo ndo-tratada da mée. Nesses
casos de tricomoniase neonatal em meninas, a infecgcdo acontece porgue o
epitélio escamoso da vagina da recém-nascida esta sendo influenciado pelos
estrogénios maternos, permitindo a colonizacéo pelo parasito. No entanto, assim
gue esse efeito hormonal desaparecer, em torno de poucas semanas apos a
contaminacgdo, o trato genital torna-se resistente a infeccdo por T. vaginalis,
sendo possivel eliminar espontaneamente o parasito, 0 que torna a infeccéo

autolimitada nesses casos (Dino Petrin et al., 1998; Maciel et al., 2004).
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2.2.2 Manifestacdes clinicas e complicacdes

A tricomoniase é uma doenca que apresenta amplo espectro de
manifestacdes clinicas, desde a apresentacdo assintomatica até um estado de
severa inflamacéo (Gémez-Barrio et al., 2002). Os sinais e sintomas dependem
das condic¢des individuais, da viruléncia e do numero de parasitos infectantes.
Infeccbes assintomaticas acontecem em 25 a 50% dos casos e o tempo de
incubacéo é de 4 - 28 dias, onde apds esse periodo, menos de 50% dos casos
apresentardo sintomas (Allsworth et al., 2009). Por consequéncia da doeng¢a n&o
apresentar grandes sequelas na maioria dos casos, e também ser considerada
mais como um incomodo do que um problema de saude, os demais pacientes,
que sao assintomaticos, podem aumentar cerca de 2,7 vezes o risco de infeccao
por T. vaginalis (Pol et al., 2008; Bowden & Garnett, 2000).

A tricomoniase em homens na maioria dos casos é assintomatica,
(Maciel et al., 2004). Os homens quando infectados, raramente apresentam
sintomas (em 10% dos casos), e quando apresentam, esses sintomas podem
apresentar-se como corrimento, disuria, prurido uretral, ulceracdo peniana e
sensacao de queimacdo apos relacdo sexual ou doenca sintomatica leve,
clinicamente indistinguivel de outras causas de uretrites. Apesar de
complicacBes serem raras, podem acontecer epididimite, infertilidade e prostatite
(Bowden; Garnett, 2000; Dino Petrin et al., 1998). E possivel que homens
refratarios a esta infeccdo, possuam quantidades consideraveis de zinco no
fluido prostatico, o que é altamente toxico para T. vaginalis e dessa forma, o
exame do sedimento urinario, rotineiramente utilizado para o diagndstico de
tricomoniase em homens, pode induzir falsos resultados (Lopez et al., 2000).

A tricomoniase em mulheres € uma doenca de fase reprodutiva. As
manifestagdes clinicas da infec¢do raramente sdo observadas antes da menarca
ou apos a menopausa. Das mulheres infectadas, entre 25% e 50% sao
assintomaticas, tém pH vaginal normal de 3,8 a 4,2 e microbiota vaginal normal
(Dino Petrin et al.,, 1998). Um terco das pacientes assintomaticas torna-se
sintomatico dentro de seis meses (Maciel et al., 2004). Nos primeiros estagios
da infeccdo h& sintomas, porém, sdo menos agressivos. Em 11 a 17% dos casos
esses podem apresentar-se na forma de disuria, dispareunia e discreto

desconforto abdominal (Dino Petrin et al., 1998). Ressaltam ainda que os sinais
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e sintomas sao tipicamente intermitentes, podendo agravar o quadro durante o
periodo menstrual, pois enquanto 0 numero de microrganismos na vagina
diminui durante a menstruacdo, os fatores de viruléncia mediados pelo ferro
contribuem para a exacerbacéo de sintomas nesse periodo (Leitsch, 2016; Dino
Petrin et al., 1998).

Os sinais e sintomas clinicos durante a fase aguda da infeccdo séo
evidenciados por vaginite aguda, devido a infiltragdo por leucdcitos, e também
pelo tipico corrimento amarelo, espumoso e mucopurulento que caracteriza esta
fase, a qual ocorre em somente 20% dos casos. Ha também odor vaginal
anormal e prurido vulvar. Além disso, em casos mais graves, a vagina e o colo
do Utero podem apresentar erosées e pontos hemorragicos na parede cervical,
conhecidos como colpitis macularis ou cérvice com aspecto de morango, sendo
observada em poucos casos (2% a 5%) no exame comum de rotina, mas pode
ser detectado com maior precisdo durante o exame de colposcopia (Maciel et
al., 2004).

Em casos de infec¢do mais graves, a tricomoniase pode também induzir
estados citopatoldgicos de displasia/metaplasia visto que a infeccdo € detectada
em 39% dos casos em mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical (CIN)
(Lopez et al.,, 2000). Além disso, T. vaginalis esta relacionado com doenca
inflamatéria pélvica (DIP), infeccéo do trato urinario superior, causando resposta
inflamatoria que destréi a estrutura tubaria e danifica as células ciliadas da
mucosa tubaria, inibindo a passagem de espermatozoides ou 6vulos através da
tuba uterina (Cherpes et al., 2006). Sendo assim, o risco de infertilidade é quase
duas vezes maior em mulheres com histéria de tricomoniase comparado com as
que nunca tiveram tal infec¢do (Grodstein et al., 1993). Além disso, a resposta
inflamatoria gerada pela infeccéo por T. vaginalis em mulheres gravidas, pode
conduzir direta ou indiretamente a alteracdes na membrana fetal fazendo com
que exista a associagao entre tricomoniase em mulheres gravidas com ruptura
espontanea de membrana, parto prematuro, baixo peso de recém-nascidos,
endometrite pds-parto, e morte neonatal (Maciel et al., 2004).

Outra complicacdo que esta relacionada com a infec¢do por T. vaginalis,
€ a que a mesma é considerada como um dos cofatores na amplificacdo da
transmissdo e da aquisicdo do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). O

surgimento de uma resposta imune celular local com inflamacédo do epitélio
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vaginal em mulheres e da uretra em homens faz com que haja a inducao da
infiltracdo de leucdcitos, incluindo células-alvo do HIV, como linfocitos T CD4+ e
macréfagos, assim como pontos hemorragicos na mucosa, aos quais o HIV pode
se ligar e ganhar acesso a corrente sanguinea. Além disso, um aumento na
secrecdo de citocinas (interleucinas 1, 6, 8 e 10), conhecidas por aumentar a
suscetibilidade ao HIV também é demonstrada durante a tricomoniase (Cu-Uvin
et al.,, 2002; Maciel et al., 2004; Sorvillo, 2001). Segundo (Pol et al., 2008), a
tricomoniase € considerada uma doenca bidirecional, onde ndo somente
aumenta a transmissdo do HIV, mas também infeccéo por HIV pode tornar um

individuo mais susceptivel a infec¢édo por T. vaginalis.

2.2.3 Patogénese

O estabelecimento de T. vaginalis na vagina se inicia com o aumento do
pH, j& que o pH normal da vagina é acido (3,8 a 4,5) e 0 organismo cresce em
pH maior que 5. A elevacdo do pH vaginal na tricomoniase é evidente, com
reducdo concomitante de Lactobacillus acidophilus e aumento na proporgéo de
bactérias anaerdbias (Dino Petrin et al., 1998). No contato inicial entre T.
vaginalis e as células hospedeiras, o parasita muda sua forma para uma forma
ameboide, que permite o aumento da superficie de contato com as células
epiteliais vaginais, seguido pela adesdo nas células alvo para exercer seus
efeitos patogénicos (Lépez et al., 2000). Cinco glicoproteinas sao responsaveis
por esse mecanismo de adesdo, AP23, AP33, AP51 e AP65 e AP120. E a
citotoxicidade exercida pelo protozoario sobre as células do hospedeiro sdo
ditadas pelos fatores de viruléncia, como as integrinas, cell-detaching factor
(CDF) e glicosidases, mas principalmente pelas cisteina-proteinases 39 e 65,
gue sdao citotoxicas e hemoliticas, apresentando capacidade de degradar IgM,
IgG e IgA presentes na vagina (Alderete et al., 1988). O funcionamento das
proteinases de superficie € modulado pelo ferro. Em casos de microrganismos
gue sao encontrados em ambientes de baixo potencial redox, o ferro também
tem papel crucial na sobrevivéncia destes organismos. Além disso, 0s
mecanismos de defesa desempenhados pelos trofozoitos contra o estresse

oxidativo gerado pelos radicais superoxidos estdo centrados na atividade
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superoéxido dismutase (SOD), que necessita de ferro como cofator (Lopez et al.,
2000).

As respostas imunes celular e humoral s&o evidentes em pacientes com
a infeccdo, apresentando um aumento no numero de leucocitos
polimorfonucleares que podem ser facilmente detectados nas secre¢des. Um
contato inicial entre os trofozoitos e leucdcitos resulta em formacdo de
pseudopodes, em internalizacdo e em degradacdo das células imunes nos
vacuolos fagocitarios do parasito (Alderete et al., 1988).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro na infeccdo por T. vaginalis
dependem dos fatores imunoldgicos, que demonstram a interferéncia da
disponibilidade de ferro na vagina do hospedeiro, uma vez que pode facilitar ou
nao a sintese de proteinas, a citoaderéncia, habilidade de resistir a lise do
sistema complemento e expressdo de muitos genes de T. vaginalis , incluindo
as adesinas e as cisteinas proteases (Torres-Romero & Arroyo, 2009).

Enquanto o numero de organismos na vagina diminui durante a
menstruacdo, os fatores de viruléncia mediados pelo ferro contribuem para a
exacerbacédo dos sintomas neste periodo. O ferro contribui para a resisténcia ao
complemento devida a regulacdo da expressdo de cisteina-proteinases, que
degradam a porcdo C3 do complemento depositada sobre a superficie do
organismo. Além disso, T. vaginalis pode se auto revestir de proteinas
plasmaticas do hospedeiro. Esse revestimento impede que o sistema imune
reconheca o parasito como estranho (Dino Petrin et al., 1998). A compreensao
do mecanismo de interacdo parasita-hospedeiro ainda esta sendo investigada
por pesquisadores e pode levar a identificacdo de novos farmacos anti-T.

vaginalis.

2.2.4 Diagnostico

A tricomoniase pode ser confundida com outras IST’s, visto que erosdes
e pontos hemorragicos na parede cervical sdo observados somente em 2% das
pacientes, e 0 corrimento espumoso e mucopurulento, em 20% das mulheres
infectadas (Dino Petrin et al., 1998). Devido a isso, 0 seu diagnéstico ndo pode
ser baseado somente na avaliacdo clinica, logo se faz necessario e essencial

para o diagndéstico da tricomoniase a investigacao laboratorial, uma vez que leva
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ao tratamento apropriado e facilita o controle da propagacédo da infeccao.
Diversos métodos séo utilizados para a deteccdo de T. vaginalis, variando tanto
na sua sensibilidade quanto na especificidade (Dino Petrin et al., 1998).

O diagnodstico da tricomoniase é feito por exame a fresco, também
conhecido por exame direto, onde se faz a coleta de contetudo vaginal com a
observacdo da motilidade dos trofozoitos de T. vaginalis sob microscopia éptica.
O mesmo apresenta uma especificidade de até 100% e sensibilidade de até
65%, possui baixo custo e é rapidamente executado (Cortina et al., 2016). Por
outro lado, o método de cultura tem sido considerado como padréo-ouro para o
diagnéstico de tricomoniase, apresentando especificidade de 100% e
sensibilidade entre 75% a 96%. Essa técnica de cultura é simples de interpretar
e requer somente 300 a 500 trofozoitos/ml de inéculo para iniciar o crescimento
em meio Diamond, preparado e disponibilizado em tubos de ensaio. No entanto,
sdo necessarios alguns dias para a identificacdo do parasito, através de
observacbes diarias por microscopia, tempo durante o qual os pacientes
infectados podem continuar a transmitir o protozoario. Sendo assim, nédo é
utilizado como exame de rotina, devido a sua laboriosa execucédo (Nye et al.,
2009; Cortina et al., 2016).

Outro exame amplamente usado na rotina ginecologica é o
citopatoldgico, que consiste no esfregaco de células endo e exocervicais, fixadas
e coradas posteriormente pela técnica de Papanicolaou. Com a finalidade de
deteccdo precoce do cancer de colo de Utero, esse exame também possibilita
identificar condi¢cdes ndo-cancerosas, como infecgdes ou inflamacgdes. Contudo,
na deteccdo de T. vaginalis, apresenta pouca sensibilidade, ndo sendo
adequado para triagem desta parasitose (APHL, 2013).

Existem testes comerciais disponiveis, como o InPouch TV, fornecido
pela Biomed Diagnostics, o qual € sensivel como o método de cultura tradicional,
tem se mostrado uma alternativa eficiente e de baixo custo. Apresenta o meio de
cultura de Diamond pré-embalado em bolsas plasticas onde o material &
diretamente inoculado. As bolsas permitem o crescimento do protozoario tanto
em amostras oriundas de secre¢des vaginais, quanto em amostras seminais e
urinarias. Com isso, a avaliacdo pode ser realizada direta e diariamente sob o
microscopio durante o periodo de incubacéo (Hobbs & Sefa, 2014; Wendel &

Workowski, 2007). Outros testes aprovados pelo FDA, ja disponiveis no
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mercado, como o Affirm VP IIl (BD Diagnostic Systems) e OSOM Trichomonas
rapid test (Genzyme Diagnostics) tém mostrado maior sensibilidade que a
microscopia Otica, porém estdo limitados a amostras vaginais. O primeiro é um
teste de amplificacdo de RNA para detecgdo molecular de agentes patoldgicos
responsaveis por vaginites, como as provocadas por Candida albicans,
Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis, que permite a deteccédo de T.
vaginalis dentro de 30 a 60 min. O segundo, é um teste imunocromatogréfico de
imunoensaio enziméatico de fluxo capilar que detecta a proteina da membrana de
T. vaginalis, e o resultado esta disponivel em 10 minutos (Nye et al., 2009).

Com a publicacdo do genoma completo de T. vaginalis em 2007, a
disponibilidade da sequéncia genOGmica e transcriptoma completos permitiu
muito progresso nos estudos de patogenicidade e diagnéstico, e atualmente,
novas opcoes de diagndstico estdo disponiveis (Bradic et al.,, 2014). O
desenvolvimento de testes de diagndstico altamente sensiveis e especificos
baseados em amplificacdo de &cidos nucleicos (NAATs) de T. vaginalis,
disponiveis comercialmente tornou-se uma nova alternativa. Devido aos testes
desenvolvidos recentemente, apresentarem sensibilidade e especificidade
proximas a 100%, estes se tornam adequados para o rastreio e diagnostico em
mulheres e homens assintomaticos, sendo que uma variedade de amostras
urogenitais podem ser usadas, incluindo urina, esfregacos endocervicais, e
esfregacos vaginais, entretanto ndo sdo utilizados rotineiramente no laboratorio
clinico devido a seu alto custo (Hobbs & Sefa, 2014; Soba et al., 2015). O
primeiro NAAT a ser aprovado pelo FDA foi o ensaio altamente sensivel e
especifico Aptima TV (Hologic, San Diego, Califérnia, EUA). Alguns outros
NAATs que estdo disponiveis no mercado, sdo os testes AmpliVue e Solana
(Quidel) (Gaydos et al., 2017). Entretanto, o ensaio GenXpert (Gx) (Cefeida) é o
anico NAAT liberado para uso em homens (Badman et al., 2015).

Bruni et al. (2018), coletaram amostras de 499 mulheres em Pelotas, Rio
Grande do Sul, e analisaram com diferentes testes de diagnostico. A taxa de
deteccéo de T. vaginalis foi de 4,2%, 2,4%, 1,2% e 0% usando o ensaio Aptima
TV, método de cultura, exame direto por microscopia éptica e microscopia com
coloragdo Gram, respectivamente, demonstrando a necessidade de
implementacgéo de testes de diagndstico mais sensiveis na rotina de deteccdo

da tricomoniase.
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Além dessas abordagens, a medicdo da expressdo de genes usando
PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) também é uma opcéo para o
diagndstico da tricomoniase, por ser um teste rapido, sensivel e preciso para
detectar particularmente algumas copias de mRNA. Nestes sado utilizados os
genes de referéncia de T. vaginalis ja conhecidos, como por exemplo, Efa,
GAPDH, a-tubulina, actina, y-tubulina (Dos Santos et al., 2015). Dado que a
sensibilidade do qRT-PCR é superior aos dos testes convencionais, a sua
utilizacé@o para o diagndéstico da tricomoniase deve ser considerada. No entanto,
este teste é consideravelmente mais caro, e por isso, a sua modificacdo em um
PCR em tempo real multiplex para a deteccédo de multiplos agentes patogénicos
sexualmente transmissiveis, pode ser uma alternativa para possibilitar a sua

aplicacado mais ampla e eficaz (Cortina et al., 2016).

2.2.5 Tratamento e prevencao

Descrito pela primeira vez em 1836, T. vaginalis ficou conhecido como
causa de vaginites somente em 1916. Em 1954, pela triagem de varios
antibioticos, antimalaricos e amebicidas foi descoberta a azomicina (2-
nitroimidazdl). Através da manipulacdo da estrutura quimica da azomicina, em
1959 foi sintetizado o Metronidazol (a,B-hydroxyethyl-2-methyl-5-nitroimidazole).
Os Unicos farmacos atualmente efetivos contra tricomoniase e aprovados pelo
FDA séo o Metronidazol e Tinidazol, o qual foi introduzido em 2004 como uma
alternativa no tratamento da tricomoniase em casos onde o Metronidazol n&o
apresentava efeito (Bouchemal et al., 2017).

O Metronidazol é um pré-farmaco que possui substituintes nitro, que
requer ativacdo metabolica pela reducdo destes grupos por varias enzimas e
fatores tais como ferredoxina, nitrorredutase e tiorredoxina redutase. Visto que
esse mecanismo de acdo sO ocorre quantitativamente em células aerdbias, os
5-nitroimidazéis sdo comparativamente seguros em seres humanos, mas
altamente toxicos para organismos microaerofilicos e anaerébios (Kulda, 1999;
Pal et al., 2009). O mecanismo de a¢ao destes compostos acontece em 4 fases:
penetracdo do farmaco na parede celular de T. vaginalis por difusdo passiva;
ativacdo do mesmo nos hidrogenossomos; reducdo anaerobica do grupamento

nitro pela enzima PFOR formando radicais nitro citotdxicos; inibicdo da sintese
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e degradacao das fitas de DNA, e por consequéncia, a morte dos trofozoitos
(Dino Petrin et al., 1998).

Estes farmacos séo relativamente baratos e efetivos, as abordagens
terapéuticas utilizadas no tratamento da tricomoniase sdo as aplicacfes
intravaginais locais, a medicacdo oral sistémica e a associacdo de ambas,
levando em consideracdo de que os farmacos ndo devem ser administrados
indiscriminadamente, e as doses devem ser as mais baixas possiveis. Estudos
clinicos com o uso de Metronidazol mostram resultados de cura entre 90-95%, e
com o uso do Tinidazol, pode atingir uma taxa de cura de 86-100% (Maciel et al.,
2004; Leitsch, 2016).

Embora o indice de cura seja relativamente alto, frequentemente
ocorrem falhas no tratamento devido a reinfeccdo ou ndo-adeséo a terapia.
Outras razbes propostas sdo baixa concentracdo de zinco no soro, baixa
absorcdo do farmaco, distribuicdo ndo-efetiva do farmaco na regido genital ou
inativacdo do farmaco por bactérias presentes na microbiota vaginal das
pacientes (Dino Petrin et al., 1998). Além disso, 0s nitroimidazois ndo sdo
suficientes para tratar a tricomoniase devido aos seus varios efeitos adversos,
como dor abdominal, nausea e distirbios gastrointestinais. Ainda,
hipersensibilidade e reacfes alérgicas aos nitroimidazois, que quando ocorrem,
geralmente se manifestam como urticaria, erupcdo cutanea, prurido,
vasodilatacao, rubor e broncoespasmo, podendo levar a complicacbes como
sindrome de Stevens-Johnson ou anafilaxia podem ocorrer, prejudicando o
sucesso no tratamento (Goodhew & Secor, 2013).

Em adicéo as falhas no tratamento e efeitos adversos, atualmente existe
uma emergente ameaca de isolados de T. vaginalis resistentes aos
nitroimidazéis. Em 2006, Schwebke e Barrientes demonstram que 10% dos
isolados de T. vaginalis apresentam resisténcia in vitro aos farmacos atualmente
utilizados, o que é preocupante levando em consideracdo a prevaléncia e
incidéncia mundial da tricomoniase. O mecanismo de resisténcia nao é
totalmente elucidado, entretanto, problemas como reinfec¢cdo dos pacientes ou
nao adesao correta a terapia, sdo fatores que colaboram para o surgimento de
isolados resistentes (Goldman et al., 2009).

Além disso, diversas mutacbes podem estar relacionadas com essa

resisténcia (Paulish-miller et al., 2014). Na resisténcia anaerébica, a atividade da
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enzima PFOR diminui ou desaparece, e entdo o metabolismo do parasito €
prejudicado. Na resisténcia aerobia, a transcricdo do gene ferredoxina é reduzida
em isolados de T. vaginalis resistentes ao Metronidazol. Tanto a resisténcia
anaerodbia, quanto a aerdbia apresentam diminuicdo ou perda da atividade da
flavina redutase, uma enzima que utiliza flavina mononucleétida (FMN) para
reduzir o oxigénio molecular para H202, resultando na reducéo da atividade de
remocao de oxigénio, o que leva a elevagdo dos niveis de oxigénio intracelular
(Yarlett et al., 1986; Kulda, 1999; Leitsch et al., 2015). Sendo assim, o tratamento
desses casos € problematico, podendo necessitar de altas concentracdes dos
farmacos, aumentando o risco de toxicidade e consequentes efeitos adversos
(Lumsden & Heyworth, 1988; Vieira et al., 2012).

Devido ao fato de a tricomoniase ser transmitida sexualmente, o controle
da mesma é constituido das mesmas medidas preventivas tomadas no controle
de outras doencas e ISTs. Pode-se citar como por exemplo, o uso de
preservativos, abstinéncia de contatos sexuais com pessoas infectadas e
limitacdo das complicac6es patoldgicas mediante a administracdo de um
tratamento imediato e eficaz, tanto para os casos sintomaticos como para 0s
assintomaticos, ou seja, tratamento simultdneo para parceiros sexuais, mesmo
gue a doenca tenha sido diagnosticada em apenas um dos membros do casal
(Dino Petrin et al., 1998; Maciel et al., 2004).

2.2.6 Novas alternativas para prevencao e tratamento da tricomoniase

A dependéncia de uma Unica classe terapéutica é problemética, sendo
assim, a busca de tratamentos alternativos aos 5-nitroimidazois e estratégias de
prevencao sao necessarias e tém sido frequentemente estudadas. A vacinacdo
contra T. vaginalis € particularmente interessante para protecéo de pessoas de
alto risco e resolveria muitos problemas relacionados ao controle da infecgéo.
No final da década de 1970, foi desenvolvida uma vacina de T. vaginalis, sob o
nome comercial SolcoTrichovac ou Gynatren, derivada de "cepas anormais de
lactobacilos" inativadas pelo calor, sendo isoladas de secrecfes vaginais de
mulheres com tricomoniase. Entretanto, o sistema de defesa do hospedeiro
restringe a infec¢do por T. vaginalis ao trato geniturinario e pode desempenhar

um papel na limitacdo da resposta imune e na prevencao da imunidade a longo
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prazo. Tendo isso em conta, € improvavel que qualquer atividade tricomonicida
de SolcoTrichovac seja o resultado de uma resposta direta imunologica ou de
anticorpos contra T. vaginalis. E mais provavel que a vacinac¢éo tenha estimulado
um aumento de fatores imunolégicos inespecificos capazes de aliviar os
sintomas e eliminar a infeccdo (Cudmore et al., 2004). J& em 2015, Smith e
Garber, relataram que a vacinacéo subcutanea de células inteiras de T. vaginalis
com adjuvante hidréxido de aluminio em camundongos reduziu a incidéncia e o
aumento da infeccdo T. vaginalis (Smith & Garber, 2015).

Os produtos naturais sdo uma importante fonte de novos farmacos,
usados ainda como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos pela
industria farmacéutica. Cerca de 35% dos medicamentos aprovados sao de
produtos naturais ou derivados semissintéticos, enquanto 30% sdo moléculas
sintéticos inspiradas em produtos naturais ou apresentam um farmacéforo
desenvolvido a partir de compostos naturais (de Brum Vieira et al., 2015). A
pesquisa de produtos naturais pode ser categorizada em dois tipos: extratos de
plantas cruas que foram investigadas para atividade anti-T. vaginalis, como por
exemplo, o 6leo essencial de propolis vermelho e a planta medicinal Polygala
decumbens (Frasson et al., 2012; Sena-Lopes et al., 2018) e extratos que foram
guimicamente caracterizados e seu perfil de atividade foi estabelecido, como por
exemplo curcuminas e folhas de Manilkara rufula (de Brum Vieira et al., 2015;
Wachter et al., 2014).

Apesar do sucesso historico das fontes naturais para a biossintese de
moléculas bioativas, 0os compostos sintéticos apresentam uma ferramenta
importante para a descoberta de farmacos. Nas ultimas décadas uma variedade
de bibliotecas quimicas tem sido sintetizadas e biologicamente testadas como
um tratamento alternativo ao Metronidazol para tricomoniase. Além disso,
farmacos antigos ou derivados também podem ser rastreados e novos efeitos
apontados. Seguindo este cenario, uma ampla gama de compostos sintéticos ou
derivados tém sido estudados em relagédo a sua atividade contra T. vaginalis.
Alguns exemplos de classes que apresentam atividade anti-T. vaginalis sao
derivados dos 5’-nitroimidazois, benzimidazdéis, aminas, isatinas. E alguns
farmacos ja comercializados que também aprestam atividade anti-T.vaginalis,
sédo a miltefosina, omeoprazol, lansoprazol, pantoprazol e rabeprazol (Bala &
Chhonker, 2018).
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No processo de descoberta de novos farmacos antiparasitarios, a
concepcado e sintese de novos compostos com alta especificidade é
particularmente importante para o desenvolvimento de farmacos clinicamente
Uteis (Setzer et al.,, 2017). A lactato desidrogenase (LDH) catalisa a
interconversdo de lactato em piruvato com interconversdo concomitante de
NAD+ a NADH. A LDH é uma enzima chave na glicélise e € encontrada em
quase todas as células vivas. Devido ao fato de a lactato desidrogenase de T.
vaginalis (TvLDH) ser necesséria para sobrevivéncia do parasita, mas ndo ser
semelhante a LDH humana, a TvLDH pode ser considerado como um alvo para
descobertas do farmaco(Wu et al., 2014) . A metionina gama-liase (MGL) € uma
enzima que degrada aminoacidos contendo enxofre a -cetoacidos, amdnia e tidis
e desempenha um papel fundamental na regulacdo de aminoacidos contendo
enxofre. Mamiferos ndo tém MGL, sendo assim esta enzima € um potencial alvo
para o tratamento anti-T. vaginalis (Setzer et al., 2017). Por fim, a purina
nucleosideo fosforilase (PNP) é uma enzima que catalisa a fosforélise das
ligacbes N-glicosidicas de nucleésidos de purina (ou desoxinucledsidos) para
dar -ribose-1-fosfato e a base purina e funciona na via de salvamento de purinas.
O resgate de purinas é essencial para protozoarios parasitas obrigatoérios,
incluindo T. Vaginalis, logo, a purina nucleosideo fosforilase de T. vaginalis
(TvPNP) foi identificada como um alvo atraente (Datta et al., 2008). Sendo assim,
proteinas de T. Vaginalis como a LDH, MGL e PNP podem servir como alvos
para predizer potenciais inibidores de T. vaginalis, porque diferem das proteinas
humanas e sdo essenciais para a sobrevivéncia de T. Vaginalis (Setzer et al.,
2017).

2.3 Chalconas

As chalconas s&o caracterizadas como cetonas aromaticas a, [3-
insaturadas que apresentam como nucleo fundamental a 1,3-diarilprop-2-enl-
ona e dois anéis aromaticos, o anel “A” é conectado a um grupo carbonila,
enquanto o anel “B” é conectado a instauragao a, 3 (Dawane et al., 2009). Sdo
compostos de baixo peso molecular, biossintetizados em resposta a estimulos
ambientais, e sdo precursores da biossintese de flavonoéides e isoflavonoides (K.

Sahu et al., 2012). Na natureza, estes compostos sdo amplamente distribuidos
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em alimentos e bebidas, como vegetais, frutas, chas, alimentos a base de soja
e especiarias. Também estdo presentes em numerosas familias de plantas
dicotiledoneas, e em algumas monocotiledoneas, pteridéfitas e gimnospermas,
sendo sintetizadas como componentes principais nas familias Asteraceae,
Moraceae, Fabaceae e Aristolochiaceae (Iwashina, 2000).

A temperatura ambiente, as chalconas apresentam-se na forma de
sélidos com coloracdo amarela, insolaveis em 4gua, mas sollveis em solventes
como etanol ou metanol e altamente solUveis em acetona e benzeno. Em meio
alcalino sua coloracao é vermelha, que contribui com a pigmentacao de flores,
tornando-as atrativas a passaros e insetos para a polinizacado (Repanas et al.,
2013).

2.3.1 Sintese

Na natureza, a enzima chave para a sintese de chalconas na via de
biossintese de isoflavondides e flavonoides é a chalcona sintase (CHS).
Também é conhecida por ser induzida em plantas sob condi¢des estressantes,
como alta irradiacdo de luz ultravioleta e infec¢des bacterianas ou fungicas, o
gue corrobora o efeito protetor demonstrado por chalconas. Essa via bioguimica
envolve a condensacdo de trés moléculas de malonil coenzima-A e uma
molécula de p-coumarol. As moléculas condensadas sdo descarboxiladas no
sitio ativo da CHS e o resultado da descarboxilacdo é um grupo carbanion acetil-
CoA que age como nucledfilo na formacao do enolato (Dao et al., 2011; Ferrer
et al., 1999).

A necessidade de farmacos ideais, ou seja, com menos efeitos colaterais
e maior eficiéncia, conduziu ao planejamento estrutural e o desenvolvimento de
novas moléculas a partir de fontes naturais bioativas e que possam ser de facil
obtencao sintética, o que € um fator crucial no processo de descoberta de novos
farmacos. Além da insaturacéo a, 3, a estrutura geral das chalconas € altamente
versatil, pois os anéis aromaticos podem apresentar uma ampla gama de
substituintes em qualquer posi¢do. Assim, muitas moléculas de chalconas
naturais ou sintéticas podem ser isoladas ou obtidas, as quais irdo diferir

estruturalmente dependendo do padrdo de substituicAo da chalcona-mée
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(Orlikova et al., 2011; Ritter et al., 2015). As possibilidades incluem chalconas
metoxiladas, hidroxiladas, halogenadas, entre outras (Padhye et al., 2010).

Hoje em dia, a obtencdo de chalconas por métodos sintéticos € muito
pratica. Geralmente é uma sintese com alta pureza, o que evita muitos dos
obstaculos enfrentados quando estes produtos séo isolados de fontes naturais
(Mathew et al., 2017). A sintese laboratorial de chalconas comecou no final da
década de 1980, principalmente pela reacdo de condensacao entre aldeidos
aromaticos e acetofenonas na presenca de catalizador alcalino. Essa reacao se
refere a tradicional condensacéo de Claisen-Schmidt, método mais comumente
utilizado devido a facilidade de execucéo, uso de condi¢cfes reacionais brandas,
como também tempos de reacdo relativamente curtos (Nasir et al., 2013;
Sivakumar et al., 2007).

2.3.2 Atividades bioldgicas

Chalconas e derivados de chalconas possuem um grande numero de
diferentes atividades biologicas, que sdo altamente apreciadas em muitas areas,
devido ao fato de seus alvos moleculares serem numerosos, sendo bioativas
contra praticamente todos os eucariotos e alguns procariotos (Zhou, 2015).
Durante as ultimas décadas, numerosas investigacées foram realizadas sobre
as atividades farmacoldgicas de chalconas naturais e sintéticas. A literatura
relata a aplicabilidade e eficicia das chalconas no combate a inUmeras doencgas.
Algumas atividades biolégicas de chalconas sado: antitumoral, antidiabética
(Mahapatra et al., 2015), antifungica (Palanco et al., 2017), antioxidante,
analgésica, anti-inflamatéria (Abdellatif et al., 2015), antibacteriana, inseticida,
antiviral (Diaz-Tielas et al., 2016), e diversas atividades antiparasitarias, tais
como: 2'-Hidroxichalconas metoxiladas com atividade contra Trypanosoma
brucei (Borsari et al, 2017), 2,2,2-Trifluoroethoxichalconas e 2-
Fluoroetoxichalconas com atividade contra Plasmodium falciparum (Devi et al.,
2018), chalconas naturais como a licochalcona A, extraida das raizes de alcaguz
chinesas, ou derivados sintéticos de chalconas contendo grupos hidroxi e metoxi
com atividade contra Leishmania spp. (de Mello et al., 2018).

A pesquisa bibliografica mostra resultados de chalconas com atividade

contra T. vaginalis geralmente associados a outra classe quimica, como um
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estudo de Singh et al. (2016) no qual uma série de chalconas combinadas com
triazol e silatranos foi testada, e apresentou atividade significativa contra T.
vaginalis com valores de ICso variando de 18,24 - 101,26 uM. Anthwal et al.
(2014) relataram que os conjugados de Metronidazol e chalcona apresentaram
atividade contra isolados de T. vaginalis suscetiveis e resistentes a MTZ com
valores de MIC variando de 1,56 - 25ug/ml e 3,125 - 100 pg/ml, respectivamente.
Outra alternativa é a adicdo de substituintes em anéis aromaéticos,
desenvolvendo derivados de chalconas que possam apresentar diferentes
atividades biolégicas. Como por exemplo, um estudo recente mostrou a atividade
potencial da 3'-aminochalcona contra T. vaginalis (Trein et al., 2018). Diante da
eficiéncia relatada e da sua facil obtencdo sintética, justifica-se o interesse

crescente nessa classe de compostos.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

As chalconas sdo moléculas versateis com grande variedade de
atividades biologicas e uma grande variedade de areas de aplicacdo. Sua
aplicabilidade no tratamento da tricomoniase € pouco estudada, e visto a
necessidade de busca de um tratamento alternativo aos 5’-nitroimidazdis,
chalconas com diferentes substituintes podem ser moléculas com atividade

promissora contra trofozoitos de Trichomonas vaginalis

3.2 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antiparasitaria in vitro e in silico de analogos a

chalconas sobre Trichomonas vaginalis.

3.3 Objetivos especificos

e Sintetizar moléculas analogas a chalconas com diferentes substituintes;

e Avaliar a atividade anti-T. vaginalis de hidroxichalconas sozinhas e em
associacdo com MTZ in vitro;

e Avaliar a curva cinética do tempo de inibicdo do crescimento de T.
vaginalis apos tratamento com hidroxichalconas sozinhas e em
associacdo com MTZ;

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos que forem eficazes na atividade
anti- T. vaginalis em linhagem celular VERO;

e Avaliar o efeito de hidroxichalconas sozinhas e em associa¢cdo com MTZ,
no estresse oxidativo de T. vaginalis;

e Inferir in silico possiveis alvos enzimaticos de hidroxichalconas frente a T.

vaginalis.
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Abstract

The treatment for trichomoniasis based on 5’-nitroimidazol agents has been
presented failures related to allergic reactions, side effects and the appearance
of resistant isolates. There are no alternative drugs approved for the treatment of
these cases, so the search for new active molecules is necessary. In this
scenario, chalcones have been extensively studied for their promising biological
activities. Here, we presented the synthesis of three hydroxychalcones (3a, b and
c), in vitro and in silico analyses against Trichomonas vaginalis. The in vitro
biological evaluation showed that hydroxychalcone 3c presented anti-T. vaginalis
activity, with complete death in 12 h of incubation at MIC of 100 uM. 3c showed
a dose-dependent cytotoxicity, with CCso of 118,9 uM against VERO cells in 24
h. To overcome this situation, the association of 3c at 12,5 yM, and MTZ at 40
MM showed 95,31% activity against T. vaginalis trophozoites after 24 h of
exposure and did not affect the VERO cells growth, appearing to be a good
alternative. In silico analysis by molecular docking showed that 3c could inhibit
the activity of TvMGL (methionine gamma-lyase), TvLDH (lactate
dehydrogenase) and TvPNP (purine nucleoside phosphorylase), affecting the T.
vaginalis survival, suggesting a different mechanism of action from MTZ.
Therefore, these results propose that hydroxychalcones are promising anti-T.
vaginalis agents and must be considering for further investigations for

trichomoniasis treatment.

Keywords: Trichomoniasis; Synthesis; Chalcones; Molecular docking.
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1. Introduction

Trichomoniasis is the most common and prevalent non-viral sexually
transmitted infection (STI) in the world. Based on estimates of the World Health
Organization, trichomoniasis affects more than 276 million people every year
worldwide (WHO, 2012; Leitsch, 2016). The treatment for human trichomoniasis
is currently based on 5’-nitroimidazol agents, more specifically Metronidazole
(MTZ) and Tinidazole (TNZ), which are the only drugs approved and
recommended by Food and Drug Administration (FDA). However, this course of
treatment has been showing some failures, which can be attributed to allergic
reactions, side effects and the appearance of resistant isolates to 5'-
nitroimidazoles (Paulish-Miller et al., 2014). There are no alternative drugs
approved for the treatment of such cases, making dependence on a single
therapeutic class problematic, so the search for alternative treatments to 5'-
nitroimidazoles is necessary and has been frequently studied. In this context, the
synthetic compounds present an important tool for the drug discovery (de Brum
Vieira et al., 2015; Bala & Chhonker, 2018).

In the discovery process for new antiparasitic drugs, the design and
synthesis of novel compounds with high specificity is particularly important for the
future development of clinically useful drugs. Thus, T. vaginalis proteins, such as,
lactate dehydrogenase (LDH) and methionine gamma-lyase (MGL) and purine
nucleoside phosphorylase (PNP) may serve as drug targets to predict potential
inhibitors of T. vaginalis, because they differ from human proteins and are
essential for T. vaginalis survival (Setzer et al., 2017).

The use of the standard scaffold of chalcones (1,3-diphenyl-2-propen-1-
one), enables a multiplicity of substitutions because of their easy synthesis,
simple chemistry and ease hydrogen atom manipulation, that can offer novel
biological activities (Division et al., 1968; Gomes et al., 2017). Chalcones are an
a, B-unsaturated aromatic ketones, open-chain precursors for biosynthesis of
flavonoids and isoflavonoids, widely distributed in nature, in foods and
beverages. Its biological activities have been extensively studied, presenting
promising activities such as anti-tumoral (Mahapatra et al., 2015), antifungal
(Palanco et al., 2017), antioxidant, analgesic, anti-inflammatory (Abdellatif et al.,
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2015), antiparasitic (Borsari, Santarem, Torrado, Olias, et al., 2017), and more
importantly, anti-T. vaginalis (Trein et al., 2018).

To indicate a new alternative for trichomoniasis treatment, here we
describe the synthesis and antiparasitic activity of tree chalcones analogues, the
hydroxychalcones, alone and in association with Metronidazole. In addition,
analyzes of the biochemical effects against trophozoites of T. vaginalis,
cytotoxicity against VERO cells, and molecular docking with T. vaginalis enzymes
were performed to indicate a more in-depth profile on the behavior of these

compounds.

2. Materials and methods

2.1. Chemistry: synthesis and identification of hydroxychalcones

All reagents and solvents employed in the synthesis of chalcones were
of analytical grade, purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).
Reactions were monitored by thin layer chromatography (TLC) using
hexane/ethyl acetate, observed under ultraviolet light. Hydroxychalcones 3a, 3b
and 3c were synthesized by Claisen-Schmidt condensation based on a
previously described procedure (Scheme 1) (Wang et al., 2014). Briefly, an
agueous solution of sodium hydroxide 40% (2.0 mL) was added to a round bottom
flask containing 15 mL of ethanol and 1.0 mmoL of 2’-hydroxyacetophenone, in
an ice bath. After 30 minutes, 1.2 mmoL of the aromatic aldehyde was added and
the mixture was stirred at room temperature until completion. Diluted hydrochloric
acid was then used to neutralize the reaction mixture, the precipitate was filtered
by gravity filtration, and washed with cold water. The dried crude solid was
purified by recrystallization with hot ethanol. Chalcones 3b and 3c were reported
before by our group (Da Silva et al., 2018b), and products 3a-c were confirmed
by their melting points (Fisatom 430 apparatus), infrared spectroscopy (FTIR-
Prestige 21), and by mass spectrometry (GC-MS-QP 2010 SE Standard Gas
Chromatograph-Mass Spectrometer with an AOC-20 automatic injector, RTx-
5MS column, using helium as carrier gas). The data related to the identification
of synthetic hydroxychalcones is displayed in Table 1.
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2.2. VERO cells line cuture

The cytotoxicity assay was performed against mammalian VERO cells
line, obtained from the Bank of Cells of Rio de Janeiro (BCRJ, University of Rio
de Janeiro). Cells were cultured in monolayer in RPMI 1640 medium (Vitrocell
Embriolife, Campinas, Brazil) supplemented with 10% foetal bovine serum
(Gibco, Grand Island, NY, USA), 1% L-glutamine and 1% penicillin / streptomycin
kept in CO2 incubator with humidified air (5% CO:2 at 37 ° C).

2.3. Cytotoxicity assay against mammalian VERO cells line

To evaluate the cytotoxicity of hydroxychalcones, VERO cells were
seeded in 96-well microtiter plates (Cral®) at a density of 2 x 10* cells per well in
a volume of 100 uL and incubated at 37 ° C in a humidified air atmosphere and
5% COz for 24 h. When cells reached >80% confluence, the cells were treated
with hydroxychalcone previously diluted in Dimethyl Sulfoxid (DMSO) 0.6% at
200 uM — 12,5 pM, and in association with MTZ. Untreated cells were used as
negative controls. After 24 h of incubation in CO2 incubator with humidified air
(5% CO2 at 37 ° C), viability of the cell lines was evaluated by the MTT 3- (4,5-
dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) method. Differences
in viability after treatment were measured by spectrophotometry through a plate
reader (Mindray) at 492 nm. All assays were performed independently at least
three times in quadruplicate and results were expressed as the percentage of cell
growth inhibition in comparison with the negative control.

2.4. Trichomonas vaginalis culture

T. vaginalis 30236 isolate (from American Type Culture Collection,
ATCC), which is normally susceptible to Metronidazole, was used in this study.
Trophozoites were axenically cultured in vitro in a trypticase-yeast extract-
maltose (TYM) medium without agar (pH 6.0), supplemented with 10% sterile
heat-inactivated bovine serum, and 5 mg/mL streptomycin, incubated at 37°C
(Diamond, 1957).
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2.5. Anti- T. vaginalis assays

Anti- T. vaginalis activity, minimum inhibitory concentration (MIC)
and kinetic growth assay were realized following the methodology of Sena-Lopes
et al., (2017). Initially, for the anti- T. vaginalis assays, it was used cultures with
viability equal or higher than 95%, analysed through observation of motility,
morphology, and trypan blue dye exclusion (0.4%) assay under the light
microscope at 400x magnification. The activity of hydroxychalcones were
screened in vitro against T. vaginalis in 96-well microtiter plates (Cral®). A volume
of 150 pL of trophozoites solution was seeded at an initial density of 2.6 x 10°
trophozoites/mL and incubated with 50 pL of a solution containing TYM medium
and hydroxychalcones at concentration of 100 uM, previously diluted in DMSO
(0.6%). Three controls were applied in each assay: a negative control containing
only trophozoites, a 0.6% DMSO control, and a positive control containing 100
MM of MTZ. The microtiter plates were incubated at 37°C with 5% CO: for 24 h.
After that, a preparation containing trophozoites and trypan blue (0.4%) at a ratio
of 1:1 was counted in a Neubauer chamber and trophozoites motility and
morphology analysed by light microscopy while viability was assessed through
trypan blue dye exclusion (0.4%) assay. Only the compounds that reduced the
viability of parasites by 100% were used in the following experiments.

The MIC value against T. vaginalis were established in the same
conditions as described above with variations on the concentrations of the active
hydroxychalcone. After MIC determination, confirmation was performed by
transferring the culture solution from MIC wells and from the concentrations
directly below and above, as well as controls, were inoculated in fresh TYM
medium and re-incubated at 37°C with 5% CO2. Trophozoites were counted in a
Neubauer chamber every 24 h during 96 h to confirm MIC and the viability was
assessed by trypan blue dye exclusion (0.4%) assay. A kinetic growth curve was
established to obtain a more accurate profile for hydroxychalcones activity
against T. vaginalis. Trophozoites viability was observed by light microscopy after
incubation at respective MIC or in association with MTZ. Growth analysis was
performed at 1, 6, 12, 24, 48, 72, and 96 h by trypan blue dye exclusion (0.4%)

assay.
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The effect of the association between the active hydroxychalcone and
MTZ was evaluated following the methodology of Hubner et al.,, (2016),
established in 96-well microtiter plates where trophozoites were treated
considering the association of following incubation conditions: 40 uM or 20 uM of
MTZ + active hydroxychalcone at non-cytotoxic concentrations for VERO cell line.
Untreated parasites were used as negative control. Plates were incubated at
37°C with 5% CO2 for 24 h. After that, trophozoites motility and morphology
analysed by light microscopy counted in a Neubauer chamber, while viability was
assessed through trypan blue dye exclusion (0.4%) assay. All assays were
performed independently at least three times in triplicate and results were
expressed as the percentage of viable trophozoites in comparison with the

negative control.

2.6. Molecular Docking

The binding modes of the compound active hydroxychalcone with T.
vaginalis methionine gamma-lyase (TvMGL; PDB: 1E5E), lactate dehydrogenase
(TvLDH; PDB 5A1T) and purine nucleoside phosphorylase (TVPNP; PDB 1Z36)
were predicted using the software Autodock Vina 1.1.2 (Trott & Olson, 2009).
The crystal structure of TvMGL, TvLDH and TvPNP were retrieved from the
Protein Data Bank (http://www.pdb.org/pdb/) and prepared by CHIMERA 1.5.3,
including removal of ligands (Pettersen et al., 2004). A grid box size covering the
residues in the active site of the proteins was implemented by Autodock Tools
1.5.6 (Morris et al., 2004). The active hydroxychalcone was built and optimized
in the software Avogadro 1.1.1. (Hanwell et al., 2012). Docking poses of the

investigated compound were visualized using Accelrys Discovery Studio 3.5.

2.7. Statistical analysis

Statistical analysis was carried out by one-way analysis of variance
(ANOVA) using a probability value of p < 0.05 using the GraphPad Prism 5.0
software. For anti-T. vaginalis assays, Tukey's post-test was conducted to
multiple comparisons between all treatments. For cytotoxicity assay, Dunnett's

post-test was conducted to identify significant differences between negative
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control and the means of different treatments. The ICso and CCsp values were

assessed through a nonlinear regression model.

3. Results

3.1. Synthesis and identification of hydroxychalcones

Regarding the synthesis of the hydroxychalcones, it can be seen in Table
1 that three products were obtained in moderate yields (32 — 60%). Infrared and
mass spectra of products 3a, 3b and 3c are displayed in Figures 1 — 2 and were
in agreement with the proposed structures. Infrared spectra showed absorption
bands related to the carbonyl (1635 cm-1) and hydroxyl groups (3300 cm-1). The
molecular ions were identified for all molecules, matching their exact mass, as
demonstrated in the mass spectra, indicating that the target products were

obtained satisfactorily.

3.2. Cytotoxicity assay against mammalian VERO cells line

The MTT assay showed that 3c decreased the cell viability in a dose-
dependent manner. The CCso value o was established at 118,9 pM, and a
significant cell growth inhibition was observed in VERO cells after treatment with
3c at MIC concentration, which inhibited 47,7% of growth, however from the
concentration of 25, there was no inhibition of cells growth. Thus, the association
of 3c at 12,5 uM and MTZ at 40 uM did not inhibited the cells growth after 24 h
of exposure, showing no significant difference when compared with negative

control (Figure 3).

3.3. Anti- T. vaginalis assays

Analysis of the data obtained in the evaluation of anti-T. vaginalis assay
showed that hidroxychalcone 3a, 3b and 3c displayed a reduction of the
Trichomonas vaginalis ATCC 30236 trophozoites viability by 12,7%, 54,5% and
95,4%, respectively, after 24 h of exposure, showing the potential antiparasitic

activity of all three compounds, but at tested concentration, 3¢ was the most



901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934

39

potent, without showing a significant difference of the positive control (100 pM
MTZ), which as expected, reduced 100% viability of trophozoites. In addition, the
control group DMSO (0.6%), did not present significant difference of the negative
control (untreated trophozoites) (Figure 4.A). The ICso was established through
a nonlinear regression model at 44,3 uM, and as results of MIC assay, the ideal
concentration for complete trophozoites death was established at 100 pM,
without showing a significant difference of the positive control (100 yM MTZ)
(Figure 4.B). The effect of 3c association with MTZ against T. vaginalis
trophozoites, showed that hydroxychalcone 3c at 12,5 uM in association of MTZ
at 40 uM reduced the trophozoites viability by 98% after 24 h of incubation.
(Figure 4.C). The kinetic growth curve showed that time of exposure affect de
trophozoites growth after treatment with 3¢ alone and in association with MTZ.
3c alone at MIC concentration was able to reduce the trophozoites growth by
86%, and 3c at 12,5 uM in association of MTZ at 40 uM reduce the trophozoites
growth by 89,2%, both at 12 h of exposure, and complete death in 24h (Figure
4.D).

3.4. Molecular Docking

As depicted in Figure 5.A and 5.B, the binding mode of the compound
3c with the active site of TYMGL involves conventional hydrogen bonds with
THR114 (2.65 A) and LYS209 (3.14 A). In addition, pi-donor hydrogen bonds, pi-
alkyl, pi-anion and van der Waals forces contribute to the binding mode of
compound 3c with TVMGL, yielding binding free energy (AGoing) 0Of -7.8 kcal/mol.
A likely binding mode of the compound 3c in the active site of TVLDH is depicted
in Figure 5.C and 5.D (AGyind Of -7.4 kcal/mol). A hydrogen bonds is formed
between the compound 3¢ THR239 (2.40 A), while non-covalent interactions with
other amino acid residues help to maintain the binding mode of the compound 3c
with TvLDH. The best mode of compound 3c with TVPNP is represented in
Figure 5.E and 5.F, with a docking score of -7.8 kcal/mol. ASP204 (2.40 A) is
involved in a hydrogen bond with the compound 3c, while pi-alkyl and pi-sigma
interactions, and van der Waals forces are formed between 3c and other
aminoacid residues in the active site of TvPNP.
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4. Discussion

The treatment of trichomoniasis relies on a single class of drugs, the 5'-
nitroimidazoles, which are the most prescribed and effective drug against T.
vaginalis. But the development of resistant T. vaginalis isolates across the globe
has made the research and development of alternatives to Metronidazole
treatment extremely necessary (Bala & Chhonker, 2018).

In the development of new drugs, chalcones and chalcone derivatives
possess a large number of different biological activities, which are highly
appreciated in many areas, because they are bioactive against virtually all
eukaryotes and some prokaryotes, and their molecular targets are numerous
(Zhou, 2015). During the last decades, numerous investigations have been
carried out on the pharmacological activities of natural and synthetic chalcones.
Some studies shows that chalcones tested against T. vaginalis are usually
associated with another chemical class, such as a study of Anthwal et al., (2014)
shows that Metronidazole-chalcone conjugates exhibited anti-T. vaginalis activity
against MTZ susceptible and resistant T. vaginalis strains and Singh et al., (2016)
described a series of chalconyl blended triazole allied silatranes displaying
significant activity against T. vaginalis.

Another alternative is the addition of substituents in aromatic rings,
developing chalcones-derivatives that might present different biological activities.
In this manner, a recent study showed the potential activity of 3'- aminochalcone
against T. vaginalis (Trein et al., 2018). And here we present the potential activity
of another possibility of chalcone-derivate, the hydroxychalcones. Until now,
there is no data reported about hydroxychalcones with activity against T. vaginalis
trophozoites, however, Borsari et al.,, (2017) discovered methoxylated 2'-
hydroxychalcones as potent anti-Trypanosoma brucei agents, showing
antiprotozoal activity. Thus, in this study, we evaluate the use of three
hydroxychalcones for in vitro potential against T. vaginalis.

All synthetic products tested in this study are chalcones containing
hydroxyl groups in their structure, specifically all of them possess a hydroxyl
group at the -ortho position of ring A (derived from the reagent 2’-
hydroxyacetophenone). The different results determined in the anti-T. vaginalis

assay demonstrated that, although being from the same subclass of compounds,
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the structural differences influenced in their antiparasitic potential.
Hydroxychalcone 3a is derived from cinnamaldehyde, which itself has been
reported to exhibit anthelmintic activity against Dactylogyrus intermedius (Ling et
al., 2015), and, because of that, has a central 5-carbon linker and an additional
unsaturation when compared to 3b and 3c. However, product 3a did not exert
anti-T. vaginalis activity at the tested concentration, so that the additional
unsaturation does not seem to have an effect against this strain, or it possibly
stabilizes the hydroxyl group in a way that prevents an inhibitory interaction with
T. vaginalis cells. This is nonetheless an interesting result because, as shown by
Rezk et al., (2002), a certain biological activity can differ significantly for a starting
reagent and its derived synthetic product.

Hydroxychalcones 3b and 3c have a 3-carbon linker, but 3c has another
hydroxyl group at the —meta position of ring B (derived from the 3-
hydroxybenzaldehyde). Borsari et al., (2017) investigated the antiparasitic
potential of chalcones from the same class reported herein (2'-hydroxychalcones)
but containing also methoxy substituents in the aromatic rings. Most of the
methoxylated 2’-hydroxychalcones with an antiparasitic activity against
Trypanosoma brucei were also substituted in the —meta position of ring B, which
could indicate an important pattern of substitution associated with a
pharmacological potential. It seems that the additional hydroxyl substituent
present at chalcone 3c contributed for its higher potential, while the length of the
conjugated bonds (i.e. 3a) did not seem to play a crucial role for the antiparasitic
activity. Other synthetic hydroxychalcones with different substitution patterns can
be obtained for a better understanding of the structural motifs required for an anti-
T. vaginalis activity.

To evaluate the cytotoxicity of hydroxychalcone 3c, we use mammalian
VERO cells line. After 24h of exposure, the CCsp value o was established at 118,9
MM and 3c at MIC concentration showed a cell growth inhibition of 47,7%, which
is significant high. No other previous report was found with the evaluation of
hydroxychalcone 3c in VERO cells, although two research articles performed
toxicity assessments of molecules with the same structures of 3b and 3c. Lee et
al., (2014) investigate the in vivo toxicities of some synthetic chalcones in
zebrafish embryos, in which compounds equal to 3b and 3c (original codes: la

and 1d, respectively) did not show significant differences from the no-treatment
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control up until concentrations of 5 ppm (= 20 uM). At a concentration of 3 ppm
of 3c (= 12.5 uM considering its molar weight of 240.25), the survival rate was
kept near 100% for 60 hours post-fertilization. These results are in agreement
with our in vitro assays, as the cell viability starts to decrease at concentrations
above 25 pM. Forejtnikova et al., (2005) demonstrated that hydroxychalcones,
including 3b and 3c, display in vitro chemoprotective and toxic potentials
depending on the tested concentration. In their report, chalcone equal to 3c
(original code: chalcone 2°,3-diOH; Table 1) inhibited 10% of CYP1A-dependent
EROD activity and its ICso cytotoxicity in rat liver epithelial WB-F344 cells was
higher than 50 pM.

Considering 3c cytotoxicity on VERO cells, the pharmacological effects
of chalcone 3c are dose-dependent and could be optimized to avoid adverse
effects. Other synthetic approaches could be attempted to enhance the
antiparasitic activity of chalcone 3c and decrease its cytotoxicity effect, such as
hydrogenation of its double bond to form a dihydrochalcone (Forejtnikova et al.,
2005); or cyclization of 3c to yield a chromenone (Badavath et al., 2016). Other
possibility is the cytotoxicity evaluation in other cell lines, to get a better
understanding of this cytotoxic effect, and alternatives such as
nanoencapsulation and topical application has many advantages for drug
delivery, because can increase its interaction with tissues and cells,
bioavailability, drug targeting and, consequently, resulting in increased efficacy
and decreased drug adverse effects (Frank et al., 2015; Bouchemal et al., 2017).
Thereby, these approaches can allow the use of lower concentrations of
treatment.

Due of the limited treatment options for trichomoniasis and since 3c
showed high cytotoxicity, the association of different chemical classes is a good
alternative and allows the use of lower doses of the constituents, a situation that
may reduce adverse reactions and overcome the resist strains problem
(Tallarida, 2011). To confirm if the use of lower concentrations of 3c could be
used in the treatment of trichomoniasis, we chose to test the effect of 3c in
association with MTZ in different concentrations determined from 3c MIC value
and MTZ MIC value (data not shown) against T. vaginalis trophozoites. The best
association was the use of 3c at 12,5 puM and MTZ at 40 pM, that reduced the

trophozoites viability by 89,2% in 12 h of exposure and leads to complete death
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in 24 h, similar to anti- T. vaginalis assay results of 3c alone at MIC concentration.
The results also demonstrate that the interaction between both compounds
reduces the concentration required to cause parasite death, since 3c
concentration of 12,5 yM did not affected the growth of mammalian VERO cells,
this is a good alternative to reduce the possible side effects caused by
cytotoxicity.

Molecular docking analyses with three T. vaginalis enzymes was
performed to investigate the possible molecular mechanism responsible for the
anti-T vaginalis activity of compound 3c. TvMGL is a pyridoxal-5-phosphate-
dependent enzyme that catalyzes an a,y-elimination reaction on L-methionine to
generate ammonia, methanethiol and a-oxobutyrate (Lockwood & Coombs,
1991). Since mammals do not have MGL, developing drugs targeting this enzyme
is a rational strategy to reduce the toxicity following anti-T vaginalis treatment.
TvLDH plays an essential role in T. vaginalis metabolism via generation of NAD+
required for glycolysis through the reduction of pyruvate to lactate (Steindel et al.,
2016). TvPNP is essential for T. vaginalis survival, since this protozoa lack de
novo synthesis of purine nucleosides, relying exclusively on the functions of
TvPNP and nucleoside kinase (Rinaldo-Matthis et al., 2007). This metabolic
feature makes the purine salvage pathway a key target for antiparasitic
chemotherapy, reinforcing the promising anti-T. vaginalis action of 3c.

The binding mode of the compound 3c with the active site of TVMGL,
TvLDH and TvPNP, shows that 3c could inhibit the active sites of this enzymes,
affecting the T. vaginalis survival as evidenced in our in vitro studies.
Nonetheless, the activity of these enzymes in the presence of the compound 3c
should be further investigated. The molecular docking studies are in agreement
with the preliminary anti-T. vaginalis screening as it indicates that the additional
meta-hydroxyl substituent of chalcone 3c is an important binding site for TvMGL
and TvLDH. As discussed before, carbonyl molecules containing a hydroxyl
group at the —ortho position of the ring may form intramolecular bonding, which
would prevent these groups from forming the hydrogen bonds (Da Silva et al.,
2018; Lee et al., 2014). Therefore, for hydroxychalcone 3c, even if that happened,
the meta-hydroxy group would still be available for interaction with the evaluated
enzymes, which would not be possible for chalcones 3a and 3b. Also, when a
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hydroxyl group loses its hydrogen, it forms a phenoxy radical with unpaired
electrons which could be responsible for the predicted alkyl bonding.

Since MTZ did not presented a good binding mode with the tested
enzymes (data not shown), we believe that the association of different
mechanism of action of compounds 3c and MTZ, are responsible for the parasite
death, whereas MTZ mechanism of action is based on drug penetration into the
cell wall of T. vaginalis by passive diffusion, activation in the hydrogenosomes,
anaerobic reduction of the nitro group by the enzyme pyruvate ferredoxin-
oxidoreductase (PFOR) forming nitro cytotoxic radicals, inhibition of the synthesis
and degradation of DNA strands, and consequently, the death of trophozoites
(Dino Petrin et al., 1998), here we suggest that 3c mechanism of action may be
by increase of RS and damage in plasmatic membrane, by inhibition of three

enzymes important for T. vaginalis survival.

5. Conclusion

Hydroxychalcone 3c demonstrated a potent anti-T. vaginalis activity
against ATCC 30236 isolate, and the association of 3c and MTZ in lower
concentrations also displayed a good anti-T. vaginalis activity, not affecting
VERO cells growth, indicating that this association may not cause damage to
human cells, and can be considered a new alternative treatment for
trichomoniasis. In addition, enzymes related to T. vaginalis survival could be
inhibited by 3c binding, suggesting a molecular mechanism of action different of
MTZ, which allows lower doses of both compounds, reducing possible adverse
effects caused by high cytotoxicity and can also prevent cross resistance
development. Together, these results indicate that hydroxychalcones can be
considered a good option for development of a new alternative drug for

trichomoniasis treatment in association with Metronidazole.
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Legends

Table 1. Data of hydroxychalcones 3a-3c.

Scheme 1. Synthesis of hydroxychalcones 3a-3c.

Figure 1. Mass spectrum of chalcone 3a (A), 3b (B), 3c (C).

Figure 2. Infrared spectrum of chalcone 3a (A), 3b (B), 3c (C).

Figure 3. Cytotoxicity effect of 3c at 200 — 12,5 uM and in association with MTZ
against VERO cells. Cell proliferation was investigated by MTT assay. Data are
expressed as means = SEM from three independent experiments. (***) (**) show

a significant difference. For all p < 0.05.

Figure 4. (A) Anti-T. vaginalis activity of hydroxychalcones 3a, 3b and 3c at 100
UM confirmed by trypan blue dye exclusion assay (0.4%) after 24h of exposure.
(B) Determination of 3c MIC after T. vaginalis 30236 isolate treatment at 50, 60,
70, 80, 90 and 100 puM concentrations after 24 h of exposure. (C) Anti-T. vaginalis
effects with association of different concentrations of 3c and MTZ. Vehicle for
solubilization at 0.6% (DMSO), Metronidazole at 100 uM (MTZ), untreated
trophozoites (NC). Data is represented as mean + standard deviation of at least
three independent experiments in triplicate. Different letters and (***) indicate
significant statistical difference considering p<0,05. (D) Kinetic growth curve of T.
vaginalis 30236 isolate after treatment with 3c at 100 pM and in association with
MTZ at the period of 1, 6, 12, 24, 48, 72, and 96 h.

Figure 5. Predicted binding mode of compound 3c in the active site of TYMGL (A
and B), TvLDH (C and D) and TvPNP (E and F).
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5 CONCLUSAO GERAL

Hidroxichalconas demonstraram atividade anti-T. vaginalis contra o
isolado ATCC 30236.

A associacdo de 3c e MTZ em concentracbes mais baixas
apresentou atividade anti-T. vaginalis, e ndo afetou o crescimento
de células VERO, indicando que esta associa¢cdo pode ndo causar
danos as células humanas, e pode ser considerada uma nova
alternativa de tratamento para tricomoniase.

Enzimas relacionadas a sobrevivéncia de T. vaginalis poderiam ser
inibidas pela ligacdo 3c, sugerindo um mecanismo de acéo
molecular diferente do MTZ, que permite doses menores de ambos
0s compostos, reduzindo possiveis efeitos adversos causados pela
alta citotoxicidade e também prevenindo o desenvolvimento de
resisténcia cruzada.

Esses resultados indicam que as hidroxichalconas podem ser
consideradas uma boa opc¢ao para o desenvolvimento de um novo
farmaco alternativo para o tratamento da tricomoniase através da

associacao ao Metronidazol.
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7 ANEXO

Anexo A - Patente - APLICAGAO DE CHALCONAS SINTETICAS COMO
AGENTES ANTI-Trichomonas vaginalis
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