GLAUBER ARAUJO DA SILVA PEIXOTO

AVALIACAO DO EFEITO DE LIGANTES METALICOS DERIVADOS DE
1,10-FENANTROLINA ASSOCIADOS A Cu?* E Ag* EM CELULAS ANIMAIS LLC-MK:
E NAS FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE TRYPANOSOMA CRUZI

Monografia apresentada ao Instituto de
Microbiologia Paulo de Goes, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como pré-requisito
para a obtencdo do grau de Bacharel em
Ciéncias  Bioldgicas:  Microbiologia e

Imunologia.

INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PAULO DE GOES
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
R10 DE JANEIRO/JANEIRO - 2023



Trabalho realizado no Departamento de
Microbiologia Geral, do Instituto de
Microbiologia Paulo de Goées, UFRJ, sob a
orientacdo da Prof®. Marta Helena
Branquinha de Sa e coorientacdo do Dr.

Leandro Stefano Sangenito.



FICHA CATALOGRAFICA

P379%a

Peixoto, Glauber Araujo da Silva
Avaliacgdo do efeito de ligantes metalicos
derivados de 1,10-fenantrolina associados & CuZ+ e
Ag+ em células animais LLC-MK2 e em formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi / Glauber
Araujo da Silva Peixoto. -- Rio de Janeiro, 2023.
611 £,

Orientadora: Marta Helena Branquinha.

Coorientador: Leandro Stefano Sangenito.

Trabalho de conclusdo de curso (graduacdo) -
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto
de Microbiologia, Bacharel em Ciéncias Biolégicas:
Microbiclogia e Imunologia, 2023.

1. Trypanosoma cruzi. 2. doen¢a de Chagas. 3.
quimioterapia. 4. compostos de coordenag¢do. 5.
phendione. I. Branguinha, Marta Helena, orient. IIL.
Sangenito, Leandro Stefano, coorient. III. Titulo.




INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PAULO DE GO'EAS / UFRJ
COORDENACAO DE ENSINO DE GRADUACAO

ATA DA APRESENTACAO DE MONOGRAFIA PARA APROVACAO
NO RCS DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO,
BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: MICROBIOLOGIA E
IMUNOLOGIA

ALUNO: Glauber Araujo da Silva Peixoto
DRE: 118089247

BANCA EXAMINADORA: Profa. Daniela Sales Alviano Moreira (Presidente)
Dra. Simone Santiago Carvalho de Oliveira
Prof. Igor de Almeida Rodrigues
Prof. Leonardo Nimrichter (Suplente)

Titulo da Monografia: “Avalia¢do do Efeito de Ligantes Metilicos Derivados de
1,10-fenantrolina Associados a Cu?* E Ag* em Células Animais LLC-MK; ¢
nas Formas Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi”

Local: Sala 1-02/ IMPPG / CCS / UFRJ
Data e hora de inicio: 13 de janeiro de 2023 as 12:00h

Em sessdo publica, apds exposi¢do de cerca de 50 minutos, o aluno foi argiiido pelos
membros da Banca Examinadora, demonstrando suficiéncia de conhecimentos e capacidade de
sistematizagdo no tema de sua Monografia, tendo, entdo, obtido nota §.0  neste requisito
do RCS de TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO. Na forma regulamentar, foi
lavrada a presente ata que ¢ assinada pelos membros da banca examinadora, aluno, orientador
(e/ou co-orientador) e pelo coordenador do RCS.

Rio de Janeiro, 13 de janeiro de 2023.
NOTA Banca Examinadora:

Profa. Daniela Sales Alviano Moreira

&0

8,0 ,
Prof. Leonardo Ni htcr
Aluno:
=%
Orientador: SRS
'—r O~ J - d > ,\&J\
Coorientador: Dr. Le f dro S;Tano Szmg/cmto
Coordenador S L -.Q‘lur.-. b

de TCC Profa. Bernadete Teixeira Fen'cir&aﬁhc



DEDICATORIA

Ao0s meus avos, Carlos e Janice. Por tudo que eu sou, fui e
serei, sempre vou ser grato a vocés. Amarei vocés até meu

altimo dia.



Vi

AGRADECIMENTOS

Primeiro, agradeco imensamente aos meus orientadores Marta Brangquinha e André
Santos. Vocés ndo s6 me ensinaram muito sobre a vida cientifica, como me fizeram sentir
acolhido em uma verdadeira familia. Sou muito grato por cada conversa, cada risada, puxdo de
orelha, cafezinho, conselho, apoio, por cada palavra... Vocés me marcaram como pessoa e Como
profissional e sempre 0s terei como meus pai e mae cientificos. Muito obrigado por tudo que
representaram nesses primeiros passos da minha vida académica e por terem investido tanto em
mim!

Agradeco também ao meu coorientador Leandro Sangenito, por ter estado comigo todo
esse tempo na bancada, me ensinando, me ajudando e tirando todas as minhas ddvidas com
muita parciménia, mesmo eu perguntando pela milésima vez. Além disso, para muito além da
bancada, foi sempre um amigo e um professor muito solicito, apesar de bem estressado haha.
Obrigado por todas as ligdes de “tiozao” ¢ por me fazer enxergar as coisas de um jeito diferente.

Agradeco também a minha familia, principalmente a minha mae Janaina, por me darem
suporte, por estarem comigo a cada passo e por fazerem de tudo pelos meus estudos. Em
especial, agradeco mais ainda aos meus avos Janice e Carlos, por tudo que VOcés representam
na minha vida. Se eu cheguei até aqui, foi por causa de todos vocés. Amo demais todos!!!

Quero agradecer especialmente a Dirlei, minha professora, amiga, tutora, irma mais
velha e todos os melhores titulos que eu posso imaginar. Esteve comigo desde a primeira
disciplina que cursei na micro e desde entdo nio consegui largar do seu pé. E uma pessoa
incrivel e alguém muito especial para mim, muito obrigado por tudo e espero que esteja comigo
por muito tempo. Vocé ainda me deve aquele café e eu vou cobrar, ein!?

Agradeco também aos meus amigos e colegas de trabalho, por todas a ajuda possivel,
pelas risadas e pelas noites até tarde no laboratério. luri, Tonny, Luka, Denise, Giovanini,
Camila, Lorena, Gerla, Joice, Pedro, Rafa e a todos os outros que fazem ou ja fizeram parte do
meu dia a dia, muito obrigado. Agradeco também ao pessoal da pos-graduacdo, em especial a
Thais e a Simone, pelas ajudas e conversas, cientificas ou nao.

Dito isto, quero agradecer em especial a Larissa. Mesmo chegando no finalzinho, vocé
acabou sendo uma das melhores coisas que aconteceram em um ano tdo conturbado e dificil.
Obrigado por cada momento, seu jeitinho parecido com o meu tornou a rotina mais facil.

Quero agradecer com um carinho especial ao meu melhor amigo Glaucio. E de um
prestigio gigantesco ter vocé comigo a tanto tempo, acompanhando cada passo da minha vida
pessoal e profissional de perto e me apoiando incondicionalmente a todo instante. Ndo mereco
metade do amigo que vocé é para mim. Muito obrigado por tudo, maninho!!! Que ainda venham
muitos anos para nds nessa vida.

Agradeco também aos meus demais amigos, que estiveram em momentos de muita
diverséo e puderam tornar o peso da vida bem mais leve. Yan, Adriane, Daniel, Rebeca, Gabriel,
Jodo, Vick, Stu e a todos os outros, obrigado por tudo que vocés me proporcionaram e ainda
proporcionam.



Vii

Agradeco aos professores Daniela Alviano, Igor de Almeida e Leonardo Nimrichter e a
Dra. Simone de Oliveira, por terem aceitado fazer parte da minha banca e avaliarem esse
trabalho com todo o cuidado.

A todos que de alguma forma contribuiram com a minha jornada e com esta monografia,
meus agradecimentos sinceros.

Agradeco também ao CNPq, FAPERJ e CAPES pelo suporte financeiro e por tornarem
esse trabalho possivel.



viii

RESUMO

GLAUBER ARAUJO DA SILVA PEIXOTO

AVALIACAO DO EFEITO DE LIGANTES METALI,COS DERIVADOS DE 1,10-
FENANTROLINA ASSOCIADOS A Cu?* E Ag* EM CELULAS ANIMAIS LLC-MK;
E NAS FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE TRYPANOSOMA CRUZI

Orientadores: Marta Helena Branquinha de Sa
Coorientador: Leandro Stefano Sangenito

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado de grande relevancia na satde publica por ser
0 agente etioldgico da doenca de Chagas. O parasito é endémico na América Latina e infecta
mais de 7 milhGes de pessoas pelo mundo, causando cerca de 14.000 mortes/ano devido a
complicacdes. O parasito é transmitido principalmente por vetor e assume diversas formas
durante seu ciclo, sendo as formas tripomastigotas e amastigotas as de maior relevancia clinica.
O quadro clinico consiste na fase aguda, geralmente assintomatica; e na fase cronica, que sé
apresenta sintomas especificos anos apés a infeccdo, levando a graves danos cardiacos e
digestivos. Entretanto, apesar de sua grande relevancia pela alta morbidade e mortalidade, os
farmacos disponiveis para tratamento da doenca ainda séo escassos, apresentam efetividade
variavel na forma cronica e possuem numerosos efeitos toxicos relevantes. Em contrapartida, o
crescente numero de trabalhos na literatura envolvendo compostos de coordenacdo com potente
efeito antimicrobiano implica em novas abordagens promissoras para o tratamento. Dentre os
inimeros complexos metalicos estudados, os compostos baseados em 1,10-fenantrolina (phen)
e seus derivados apresentam atividade contra um grande espectro de microrganismos,
especialmente os complexos com 1,10-fenantrolina-5,6-diona (phendione). Inimeros dados do
nosso grupo de pesquisa ja demonstraram a eficacia que os complexos de phendione apresentam
em microrganismos como Candida spp., Pseudomonas aeruginosa e, principalmente, em
Leishmania spp.. Portanto, uma vez que estes compostos sdo promissores antimicrobianos,
inclusive contra tripanossomatideos, o presente trabalho tem como intuito avaliar os efeitos que
phendione associado aos ions de Cu?* e Ag* (Cu?*-phendione e Ag*-phendione) apresentam
frente as formas tripomastigotas de T. cruzi e avaliar a seletividade destes compostos entre as
células epiteliais LLC-MK: e os parasitos. Para avaliar as concentrages seguras a serem
utilizadas, foram realizados ensaios de citotoxicidade com LLC-MK_ por 24 e 72 horas através
do método de MTT. No tempo de 24 h, além de Cu?*-phendione e Ag*-phendione serem
testados nos modelos, o ligante livre phendione também teve sua citotoxicidade aferida.
Portanto, em 24h, calculou-se 0 CCso dos compostos como sendo 57,599 UM (Cu?*-phendione),
23,566 UM (Ag*-phendione) e 7,985 uM (phendione). Ja no tempo de 72 h, determinou-se o
CCso dos compostos como 2,3 UM (Cu?*-phendione) e 5,61 uM (Ag*-phendione). Os
compostos Cu?*-phendione e Ag*-phendione se mostraram altamente eficazes contra o0s



tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, afetando a sua viabilidade e reduzindo a populacgéo de
forma dose-dependente em concentragdes nanomolares. Neste caso, os valores de DLsg
calculados para os compostos foram 18,92 nM (Cu?*-phendione) e 15,39 nM (Ag*-phendione).
A partir destas concentragdes, calculou-se o IS para ambos os compostos no tempo de 24h como
3.044,339 para Cu?*-phendione e 1.531,254 para Ag*-phendione. Tais dados sugerem que
compostos de phendione sdo bem promissores e, a depender da continuidade do projeto e novos
ensaios no futuro, podem representar uma possibilidade de novo quimioterapico para o contexto
da doenga.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas, quimioterapia, compostos de
coordenacéo, phendione.



ABSTRACT

GLAUBER ARAUJO DA SILVA PEIXOTO

EVALUATION OF THE EFFECT OF METALLIC LIGANDS DERIVED FROM 1,10-
PHENANTROLINE AND ASSOCIATED TO Cu?" AND Ag* IN LLC-MK; ANIMAL
CELLS AND IN TRYPANOSOMA CRUZI TRIPOMASTIGOTE FORMS

Advisory: Marta Helena Branquinha de Sa
Co-advisory: Leandro Stefano Sangenito

Summary of the monography presented at the Instituto de Microbiologia Paulo de Godes
from Universidade Federal do Rio de Janeiro, as part of the requeriments to obtaining a

bachelor’s degree in Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia and approvation in
the RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Trypanosoma cruzi is a flagellated protozoan parasite of great relevance in public health
because it is the etiological agent of Chagas disease. The parasite is endemic in Latin America
and infects more than 7 million people worldwide, causing about 14,000 deaths per year due to
complications. The parasite is transmitted mainly by vectors and assumes various forms during
its cycle, with the trypomastigotes and amastigotes being the most clinically relevant. The
clinical picture consists of the acute phase, usually asymptomatic; and the chronic phase, which
only presents specific symptoms years after infection, leading to severe cardiac and digestive
damage. However, despite its great relevance due to the high morbidity and mortality, the drugs
available for the treatment of the disease are still scarce, have variable effectiveness in the
chronic form, and have numerous relevant toxic effects. In contrast, the growing number of
studies in the literature involving coordination compounds with potent antimicrobial effect
implies in new promising approaches for the treatment. Among the numerous metal complexes
studied, compounds based on 1,10-phenanthroline (phen) and its derivatives show activity
against a wide spectrum of microorganisms, especially complexes with 1,10-phenanthroline-
5,6-dione (phendione). Numerous data from our research group have already demonstrated the
efficacy of phendione complexes against microorganisms such as Candida spp., Pseudomonas
aeruginosa, and especially Leishmania spp. Therefore, since these compounds are promising
antimicrobials, including against trypanosomatids, the present work aims to evaluate the effects
that phendione associated with Cu?* and Ag* ions (Cu?*-phendione and Ag*-phendione) present
in T. cruzi trypomastigotes forms and to evaluate the selectivity of these compounds between
LLC-MK: epithelial cells and the parasites. To evaluate the safe concentrations to be used,
cytotoxicity assays were performed with LLC-MK: for 24 and 72 h using the MTT method. At
the 24 h time point, in addition to Cu?*-phendione and Ag*-phendione being tested in the
models, the free phendione ligand also had its cytotoxicity measured. Therefore, in 24 h, the
CCso of the compounds was calculated as being 57.599 uM (Cu?*-phendione), 23.566 uM (Ag*-
phendione), and 7.985 puM (phendione). At 72 h, the CCso of the compounds was determinated
as 2.3 UM (Cu?*-phendione) and 5.61 uM (Ag*-phendione). The compounds Cu?*-phendione
and Ag*-phendione proved highly effective against T. cruzi strain Y trypomastigotes, affecting
their viability and reducing their population in a dose-dependent manner at nanomolar
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concentrations. In this case, the calculated LDso values for the compounds were 18.92 nM
(Cu?*-phendione) and 15.39 nM (Ag*-phendione). From these concentrations, the Sl for both
compounds at the 24h time point was calculated as 3,044.339 for Cu?*-phendione and 1,531.254
for Ag*-phendione. Such data suggest that phendione compounds are quite promising and,
depending on the continuation of the project and further assays in the future, may represent a
possibility of a new chemotherapeutic for the disease context.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, chemotherapy, coordination compounds,
phendione.
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RESUMO PARA LEIGOS

GLAUBER ARAUJO DA SILVA PEIXOTO

AVALIACAO DO EFEITO DE LIGANTES METALI,COS DERIVADOS DE 1,10-
FENANTROLINA ASSOCIADOS A Cu?* E Ag* EM CELULAS ANIMAIS LLC-MK;
E NAS FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE TRYPANOSOMA CRUZI

Orientadores: Marta Helena Branquinha de Sa
Coorientador: Leandro Stefano Sangenito

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacgdo no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

A doenca de Chagas afeta mais de 7 milhdes de pessoas no mundo inteiro matando mais de 14
mil pessoas todo ano, sendo mais de 4 mil dessas mortes apenas no Brasil. A doenga é causada
pelo Trypanosoma cruzi, um parasito transmitido pela picada de besouros conhecidos como
barbeiros. O parasito assume varias formas diferentes durante a sua transmiss&o, sendo as mais
importantes as formas tripomastigotas e amastigotas por serem capazes de infectar o ser
humano. As pessoas que sdo contaminadas com esse microrganismo geralmente costumam
passar anos sem apresentar sintomas, mas a infeccdo costuma gerar graves problemas de
coracdo e de intestino. Entretanto, mesmo sendo uma doenga tdo importante, 0S poucos
remedios que existem para o seu tratamento nao funcionam da melhor forma possivel e podem
gerar muitos efeitos colaterais. 1sso tem relacéo direta com a doenca de Chagas ser uma doenca
negligenciada. Isso significa que as empresas nao tém interesse em criar mais medicamentos
para tratar a doenga por afetar pessoas pobres, pois elas ndo teriam capacidade de pagar por
eles. Portanto, existe uma grande necessidade de se pesquisar novos medicamentos que sejam
baratos e capazes de curar a pessoa sem gerar muitos efeitos colaterais. Por causa disso, este
trabalho tem como objetivo descobrir se as moléculas Cu?*-phendione e Ag*-phendione
conseguem afetar as formas tripomastigotas ao mesmo tempo que ndo prejudiquem as células
epiteliais LLC-MK>. Com os testes realizados, descobrimos que ambos 0s compostos
conseguem afetar o parasito, mesmo em pouquissimas quantidades. Além disso, percebemos
que 0s compostos eram pouco toxicos para as células. Portanto, os compostos Cu?*-phendione
e Ag*-phendione sdo muito promissores para serem usadas no tratamento da doenca, mas
pesquisas mais aprofundadas sdo necessarias para termos certeza disso.
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1. INTRODUCAO

1.1: A Biologia do Trypanosoma cruzi.

1.1.1: Definigéo, estrutura e morfologia do parasito

O Trypanosoma cruzi € um importante protozoario hemoflagelado do grupo dos
tripanosomatideos que sdo taxonomicamente alocados com base em sua morfologia, ciclo de
vida e ultraestrutura, representando um extenso grupo de protistas flagelados. Sua relevancia se
da por ser o agente etioldgico da oenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase
Americana, uma parasitose de grande impacto na satde publica e no contexto socioeconémico
da América Latina (Longo e Bern, 2015; Mosqueira et al., 2021). O T. cruzi € um parasito
intracelular do supergrupo Excavata, filo Sarcomastigophora (subfilo Mastigophora, que
representa os flagelados. Mastigo/flagellum = chicote, em latim), classe Kinetoplastea, ordem
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae (que constitui o grupo dos tripanossomatideos),
possuindo assim forte relacdo filogenética com outros parasitos de géneros relevantes como
Leishmania spp. e Phytomonas spp. (Adl et al., 2005; Siqueira, 2006; Maslov et al., 2013;
Mosqueira et al., 2021).

O parasito apresenta 3 formas biologicas bem distintas baseadas no seu formato celular,
a posicdo em que o cinetoplasto estd em relacdo ao proprio nicleo e ao flagelo. Estas formas
s&o encontradas em diferentes estagios do seu ciclo de vida e possuem diferentes fungdes (Tyler
e Engman, 2001; Lana e Tafuri, 2006). As formas conhecidas do T. cruzi, baseadas nestes
critérios, sdo tripomastigota, epimastigota e amastigota (Figura 1). O tripomastigota é a forma
flagelada do parasito existente no hospedeiro vertebrado, forma esta que possui grande
potencial infectivo, porém incapaz de se replicar e com o cinetoplasto encontrado na
extremidade posterior e afastado do ndcleo e do flagelo proeminente. Ja epimastigota é a forma
flagelada presente no trato intestinal do inseto vetor hematofago e capaz de se replicar, cujo
cinetoplasto se apresenta anteriormente ao nucleo, se colocando entre este e o flagelo do
parasito. E 0 amastigota € a forma que se apresenta na fase intracelular do parasito, dentro do
hospedeiro vertebrado, sendo esta arredondada e com o flagelo invaginado na bolsa flagelar,
ndo visivel em microscopia optica (de Souza, 1984; Tyler e Engman, 2001; Lana e Tafuri,
2006).



Figura 1: Formas de desenvolvimento do Trypanosoma
cruzi. (a, b) ObservacBes das formas do parasito através de
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) das formas (a)
tripomastigota e (b) epimastigota. (c) Microscopia de campo
claro apresentando formas amastigotas intracelulares
(flecha) e tripomastigotas prestes a serem liberados (seta)
em células LLC-MK_. Fonte: Adaptado de Rodrigues et al,
2014.

O T. cruzi, diferente de outros eucariotos, possui uma tnica mitocéndria que se prolonga
para vérias regies do corpo celular visivel apenas em microscopia eletrénica de transmisséo
(MET). Entretanto, o parasito possui apenas um unico centro elétron-denso, o qual € visivel em
microscopia de campo claro, conhecido como cinetoplasto. E nesta regido elétron-densa que se
concentra 0 KDNA mitocondrial (que representa 30% do genoma celular) responsavel pela
fosforilacdo oxidativa, diversas vias metabdlicas, morte celular programada, entre outras
atividades (Rodrigues, Godinho e Souza, 2014; de Souza et al., 2017).

Também ¢é relevante comentar outra estrutura essencial para a motilidade do
protozoario, o flagelo. A estrutura flagelar é composta pela formacdo de axonemas
microtubulares posicionados perpendicularmente ao cinetoplasto pelo seu eixo (de Souza,
2002; Rodrigues, Godinho e Souza, 2014). A estabilidade e ondulacdo do flagelo unico é
permitida pelas hastes paraflagelares, que por sua vez exercem suas funcbes a partir da
sinalizacdo de Ca?* intracelular regulada (Portman e Gull, 2010; Rodrigues, Godinho e Souza,

2014). O flagelo é embolsado por uma membrana flagelar cuja disposicao varia nas diferentes



formas do parasito, gerando no tripomastigota o que chamamos de membrana ondulante (de
Souzaetal., 2017). Algumas das estruturas que compdem o flagelo sdo praticamente exclusivas
dos tripanossomatideos e desempenham importantes fungdes na fisiologia e ciclo biologico do
T. cruzi (de Souza, 2002; Portman e Gull, 2010; Rodrigues, Godinho e Souza, 2014; de Souza
etal., 2017).

1.1.2: Ciclo biologico e interacéo parasito-hospedeiro

O T. cruzi é um parasito cujo ciclo bioldgico é heteroxénico e com reproducéo
assexuada, assim como ocorre em outros géneros dos Trypanosomatidae (Lana e Tafuri, 2006;
Lidani et al., 2019). Isto significa que o parasito possui a capacidade de transitar e se multiplicar
em diferentes hospedeiros durante o seu ciclo, um hospedeiro vertebrado (diversas espécies de
mamiferos, incluindo 0 homem) e um hospedeiro invertebrado (inseto vetor hematofagico, seu
transmissor natural) (Tyler e Engman, 2001; Lana e Tafuri, 2006; Lidani et al., 2019). O T.
cruzi é capaz de infectar centenas de espécies de hospedeiros invertebrados triatomineos
(familia Reduviidae, insetos hemipteros), sendo mais de 60 destas espécies parte da fauna
brasileira (Zingales, 2018; Lidani et al., 2019; Abreu et al., 2021). Algumas das espécies de
triatomineos em destaque sdo dos géneros Triatoma spp. (T. infestans sendo a espécie mais
representativa do género), Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus devido a sua
importancia epidemioldgica (Zingales, 2018; Lidani et al., 2019; Abreu et al., 2021). Ainda
assim, o ciclo silvestre envolvendo outras espécies de triatomineos e diversos hospedeiros
reservatorios também sdo bastante relevantes por alimentarem os ciclos domésticos e
perpetuarem a circulacao do parasito (Lana e Tafuri, 2006; Zingales, 2018; Lidani et al., 2019;
Abreu et al., 2021).

O ciclo se inicia através da hematofagia obrigatdria do inseto vetor, onde estes precisam
realizar o repasto sanguineo em um possivel hospedeiro infectado para a postura de ovos e
desenvolvimento. Este é um habito marcante nos triatomineos e fundamental para perpetuar a
circulacdo do parasito (Garcia e Azambuja, 1991; Lana e Tafuri, 2004; Catala et al, 2017). Uma
vez ocorrendo o repasto, o inseto ira realizar a sucgdo de uma populacéo de parasitos presentes
na circulacdo periférica que ird alcancar o intestino médio, onde irdo se diferenciar em
epimastigotas e se replicar (Garcia e Azambuja, 1991; Lana e Tafuri, 2004; Rodrigues, Godinho
e Souza, 2014). Estes epimastigotas irdo migrar para a ampola retal e sofrerdo mudangas

morfoldgicas e metabdlicas no processo até se tornarem tripomastigotas metaciclicos altamente



infectivos (Garcia e Azambuja, 1991; Lana e Tafuri, 2004; Rodrigues, Godinho e Souza, 2014).
Uma vez ocorrendo novo repasto, o parasito ird defecar conforme se alimenta e liberar os
parasitos que entrardo em contato com lesdo na pele ou mucosa. Assim, os parasitos alcangarao
células susceptiveis e serdo capazes de infectar o novo hospedeiro (Garcia e Azambuja, 1991;
Lana e Tafuri, 2004; Rodrigues, Godinho e Souza, 2014; Mosqueira et al., 2021).

Uma vez estando o tripomastigota metaciclico dentro do hospedeiro, este sera altamente
capaz de invadir células presentes na regido de inoculacdo como fibroblastos, células epiteliais
e macréfagos teciduais (Tyler e Engman, 2001; Rodrigues, Godinho e Souza, 2014). Como o
T. cruzi é um parasito intracelular obrigatorio, ele ird penetrar as células do hospedeiro, serd
internalizado dentro do vacuolo parasitoforo e ira escapar, ganhando o citoplasma celular. Nesta
etapa, o0 parasito ird se diferenciar em formas amastigotas intracelulares e ira se proliferar
intensamente na célula (Lana e Machado, 2014; Rodrigues, Godinho e Souza, 2014). Quando
0s amastigotas alcancam uma alta densidade populacional, iniciam sua diferenciacdo em
tripomastigotas sanguineos e a célula ira se romper, liberando-0s no intersticio. Os parasitos
liberados poderdo entdo se disseminar por via hematogénica e alcancar outros sitios aos quais
possuam maior tropismo tecidual (embora possam infectar praticamente qualquer célula
nucleada) e poderdo entdo recomecar o ciclo replicativo (Figura 2) (Lana e Tafuri, 2004; Lana
e Machado, 2014; Rodrigues, Godinho e Souza, 2014). Por fim, quando um novo hospedeiro
invertebrado realizar sua hematofagia no hospedeiro infectado, este realizard a suc¢do da
populacdo de parasitos no sangue e o ciclo biolégico do T. cruzi tera continuidade (Tyler e
Engman, 2001; Lana e Tafuri, 2004; Lana e Machado, 2014).
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Figura 2: Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. O ciclo elucida as suas diversas etapas, tanto no hospedeiro

invertebrado (inseto vetor) quanto no hospedeiro vertebrado (mamiferos). Fonte: CDC, 2021.

1.2: A doenca de Chagas

1.2.1: Contexto epidemiol6gico e socioecondmico

O T. cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas, foi descoberto no inicio do século
XX pelo infectologista e pesquisador brasileiro Carlos Chagas em viagens pelo interior do
Brasil. Ainda assim, mais de um século depois da primeira observacdo do T. cruzi, a doenca de
Chagas continua sendo um grave problema de saude publica internacional (Chagas, 1909;
Lidani et al., 2019). De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), atualmente
existem entre 7 e 10 milhdes de pessoas no mundo infectadas pela doenca de Chagas em todo
0 mundo, sendo o principal foco na América do Sul e em algumas outras regifes do continente
americano. Contudo, pelos problemas socioecondémicos da doenca, estes ndmeros s&do
imprecisos e provavelmente subestimados (WHO, 2010; WHO, 2015; Dias e Schofield, 2017,
Sangenito, Branquinha e Santos, 2020). Devido a dindmica epidemioldgica e 0 modo de vida

precario observado nas areas rurais da America Latina, a doenga se mantém fortemente



endémica nestas regides. Cerca de 21 paises sdo considerados endémicos para a
Tripanossomiase Americana devido a manutengdo local do parasito (transmissdo vetorial
alimentada pelo ciclo silvatico), como Argentina, Coldmbia, Bolivia e Brasil (Figura 3) (WHO,
2010; WHO 2015; Dias e Schofield, 2017; Lidani et al., 2019).

Segundo dados divulgados pela OPAS (Organizagdo Pan-Americana de Salde),
aproximadamente 14.000 mortes ocorrem anualmente pela doenca de Chagas, onde em torno
de 4.500 destas mortes anuais ocorrem apenas no Brasil. Ainda de acordo com a OPAS, estima-
se que a incidéncia anual seja de 30.000 novas infec¢bes nas regibes endémicas e que
aproximadamente 70-90 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de infeccdao (WHO, 2010;
WHO, 2015; Lidani et al., 2019; Sangenito, Branquinha e Santos, 2020; PAHO, 2022).
Considerando morbidade e mortalidade, a doenca gera altos custos para 0s paises aos quais
afeta, sendo estes custos totais calculados em torno de USD 7,2 bilhdes/ano no mundo inteiro
(aproximadamente U$D 1,5 bilh&o apenas no Brasil) (Dias e Schofield, 2017; Lidani et al.,
2017; Sangenito, Branquinha e Santos, 2020). Tais dados configuram a doenca de Chagas como
uma das mais importantes doencas parasitarias do continente americano, gerando grande
impacto na saude publica e no contexto socioecondmico de toda a regido (WHO, 2010; WHO,
2015; Dias e Schofield, 2017; Lidani et al., 2019; Sangenito, Branquinha e Santos, 2020).
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Figura 3: Distribuicdo mundial dos casos de infecgdo por Trypanosoma cruzi. Distribuicdo de acordo com
dados de 2018, onde apesar da maioria dos casos se concentrarem na América Latina, existem numerosos relatos
de casos nos EUA, Europa, Australia e Japdo. Fonte: WHO, 2018.



A doenca de Chagas esta entre as 20 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN)
destacadas pela OMS, assim como leishmaniose, dengue e hanseniase. As DTNs fazem parte
de um abrangente grupo comum a paises tropicais/subtropicais que é historicamente
negligenciado pela industria farmacéutica e pelas autoridades governamentais (Dias e Dessoy;
2013; Mackey et al., 2014; Sangenito, Branquinha e Santos, 2020). N&o diferente das demais
DTNs, a doenca de Chagas afeta principalmente a populagdo mais pobre, em condi¢fes
sanitarias mais precarias e acesso limitado a programas de salde, ocasionando na escassez de
investimentos e politicas destinados para a doenca de Chagas (Mackey et al., 2014; Dias e
Schofield, 2017; Sangenito, Branquinha e Santos, 2020). Ao compararmos 0s investimentos
nas doencas negligenciadas, percebe-se que enquanto a triade maléria, tuberculose e HIV
receberam cerca de U$D 25 bilhdes em 10 anos (cerca de 71% do total destinado para DTNS),
adoenca de Chagas recebeu apenas U$D 236 milhGes (correspondente a 0,67% do investimento
total), o que reforca o estigma quanto & enfermidade (Sangenito, Branquinha e Santos, 2020).

Com o decorrer dos esforgos para controlar a enfermidade, a doenca de Chagas mudou
sua epidemiologia consideravelmente. Inicialmente a doenca era restrita a areas rurais e
carentes dos paises endémicos, mas o fluxo migratorio de pessoas para as grandes cidades fez
com que a doenca gradativamente se estabelecesse nos centros urbanos (Dias, 2000; Dias e
Schofield, 2017; Lidani et al., 2019). Da mesma forma, milhGes de pessoas migraram das
regibes endémicas para paises da América do Norte, Europa e Asia como resultado da
globalizacdo também vista nas Gltimas décadas (Figura 3). Apenas nos EUA, um dos paises
ndo-endémicos mais afetados, estima-se que cerca de 300.000 residentes imigrantes das regides
endémicas estejam infectados, com maior prevaléncia na Califérnia (70 mil casos) (Dias, 2000;
Manne-Goehler et al., 2016; Dias e Schofield, 2017; Lidani et al., 2019). Estes novos dados
fizeram com que a doenca de Chagas se tornasse um problema de salde global e com
implicagdes em diversos continentes (Dias, 2000; WHO, 2010; WHO, 2015; Manne-Goehler
et al., 2016; Lidani et al., 2019).

Apesar da transmissdo vetorial ser a principal forma nos paises endémicos (80% dos
casos), existem outras formas relevantes. Casos associados a transmissdo oral tém insurgido no
Brasil, onde o parasito é adquirido através do consumo de alimentos contaminados, sendo
associados a casos em que a fase aguda é mais severa (Prata, 2001; Andrade, Gollob e Dutra,
2014; Rassi Jr. et al., 2015). Em locais com o sistema de salde precario ou despreparados para
diagndstico, também s&o relatados casos de infecgdes congénitas. A infec¢do congénita é uma

importante forma de transmissdo fora das areas endémicas devido a dificuldade de diagndstico,



cujo risco € de 4,7% (apesar de 0 risco ser maior em areas endémicas) (Longo e Bern, 2015;
Rassi Jr et al., 2015; Manne-Goehler et al., 2016). Contudo, a transmissao mais frequente fora
das regides endémicas é atraves de transfusdo de sangue/doacdo de orgaos (10% dos casos
relatados). Apesar de ja ser relatada h4 muitos anos tal transmissao nos paises endémicos, a
detecgdo soroldgica do parasito conseguiu restringi-la (Prata, 2001; Rassi Jr. et al., 2015;
Moncayo e Silveira, 2017; Lidani et al., 2019). Em contraponto, o parasito geralmente se
mantém indetectado em regides ndo endémicas, tornando esta transmissdo bem frequente fora
da América Latina. Acredita-se que o risco de contrair o T. cruzi de bolsas de sangue
contaminadas nestes paises seja de 20% (Prata, 2001; Longo e Bern, 2015; Rassi Jr. et al., 2015;
Lidani et al., 2019).

1.2.2: Aspectos clinicos

A doenca de Chagas é uma patologia cujo desenvolvimento é bastante variavel a
depender de uma série de fatores como, a carga parasitaria, a condicdo imunologica do
hospedeiro infectado, o tropismo, dentre outros (Andrade et al., 2010; Rassi Jr et al., 2015, Dias
et al., 2017). A partir do periodo de incubacdo (1-2 semanas), ocorre uma alta parasitemia na
circulacédo e se inicia a fase aguda. Na grande maioria dos casos, esta fase ocorre de forma
assintomatica. Este fato dificulta o diagndstico precoce da doenca por geralmente passar
despercebida. Entretanto, quando esta fase € sintomatica, os sintomas envolvem: febre,
linfadenite, mal-estar, entre outros (Prata, 2001; Andrade, Gollob e Dutra, 2014; Rassi Jr et al.,
2015). Alguns sintomas estdo envolvidos com a via de transmissdo, onde infectados por
transmisséo vetorial podem apresentar edema subcutaneo na regido da inoculacdo (chagoma)
ou nas palpebras (sinal de Romafa) quando a inoculagcdo ocorre na conjuntiva (Prata, 2001;
Rassi Jr et al., 2015). Em casos mais severos (cerca de 1% dos casos), que ocorrem em
imunossuprimidos ou infectados por via oral, podem surgir quadros de miocardite aguda,
meningoencefalite e 6bito (Andrade, Gollob e Dutra, 2014; Longo e Bern, 2015; Rassi Jr et al.
2015).

Contudo, cerca de 90% dos casos acabam em resolucdo espontanea dos sintomas e a
parasitemia entra em queda cerca de 4-8 semanas pos-infeccao (Lidani et al., 2019). Ja a fase
cronica se caracteriza por uma baixa parasitemia, de forma que a infec¢do se mantera latente e
assintomatica por 10-30 anos antes de se manifestar novamente e podendo se manter

indetectada por toda a vida (forma indeterminada - 70-80% dos casos) (Prata, 2001; Longo e



Bern, 2015). Contudo, apds este tempo, 20-30% dos casos evoluem para uma das formas
sintomaticas, sendo as principais as formas: cardiaca (65%); digestiva (35%); e mista (5%)
(Rassi Jr et al., 2015; Khan et al., 2021). Em casos mais raros, principalmente em situacdes de
imunocomprometimento, € possivel que se desenvolva a forma neuroldgica da doenca, mais
danosa e fatal. Acredita-se que a variedade de formas clinicas se da por diferentes aspectos
como tropismo das cepas, dano tecidual e a imunocompeténcia do infectado (Andrade et al.,
2010; Longo e Bern, 2015; Rassi Jr et al., 2015; Libisch et al., 2021).

Dentre as formas clinicas mais comuns, a forma cardiaca € com certeza a mais
impactante e lesiva para o paciente infectado devido ao seu dano, incidéncia, consequéncias e
morbidade. O quadro clinico, chamado de Cardiomiopatia Chagéasica Cronica (CCC), se
caracteriza por uma cardiomiopatia inflamatoria progressiva intensa causada por danos ao
tecido cardiaco, levando a forte desequilibrio nas funcdes cardiacas e no sistema circulatorio e
isquemia devido a fibrose do miocérdio (Prata, 2001; Punukollu et al., 2007; Rassi Jr et al.,
2015; Lidani et al., 2019). Tal progressao leva a manifestagdes de tromboembolismo, arritmias,
taquicardia e falhas congestivas, levando a graves efeitos como infartos, parada cardiaca e 6bito
em casos mais severos. Com isso, considera-se que a CCC é uma das maiores causas de
mortalidade pela doenca de Chagas (Prata, 2001; Punukollu et al., 2007; Longo e Bern, 2015;
Rassi Jr et al., 2015; Dias et al., 2017).

Por sua vez, a forma digestiva da doenca de Chagas é o segundo quadro clinico mais
comum entre os sintomaticos. Neste quadro, observa-se danos ao eséfago, célon, duodeno,
entre outros, e leva a sérios problemas digestivos que podem variar conforme a gravidade do
dano, como motilidade, secrecdo e absorgcdo do trato gastrointestinal (TGI) (Prata, 2001;
Matsuda et al., 2009; Longo e Bern, 2015). Geralmente, o dano das lesGes que surgem pode
acarretar desordens no transito do TGI, acalasia e sindromes de hiperplasia do es6fago
(megaesodfago) e do colon intestinal (megacdlon). Tais sindromes acarretam disfagia, distdrbios
alimentares, dor abdominal, desnutricdo, Ulceras, constipacdo, entre outras manifestacdes no
TGI (Prata, 2001; Matsuda et al., 2009; Khan et al., 2021; Rassi Jr et al., 2015). As formas
cardiaca e digestiva podem ocorrer independentemente uma da outra, assim como podem
ocorrer a0 mesmo tempo no paciente, gerando a forma cardiodigestiva ou mista da doenca.
Todas as formas reduzem drasticamente a qualidade de vida do paciente e sua expectativa de
vida (Prata, 2001; Matsuda et al., 2009; Longo e Bern, 2015; Rassi Jr et al., 2015; Lidani et al.,
2019).
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1.2.3: Quimioterapia

Desde os anos 70, uma série de compostos foram testados como possiveis farmacos para
tratamento da doenca de Chagas, principalmente os nitrofuranos e derivados. A partir de
numerosos estudos de triagem para selecionar os melhores compostos, foram enfim aprovados
dois para uso clinico: Benznidazol (BZN) e Nifurtimox (NFX), até hoje os unicos disponiveis
na quimioterapia contra o T. cruzi (Figura 4). Ambos demonstraram alta eficacia na fase aguda
em modelos experimentais e se tornaram, respectivamente, os farmacos de primeira e segunda
linha no tratamento especifico (Pinheiro et al., 2017; Guedes et al., 2011; Sangenito et al.,
2019). O BZN é um derivado de nitroimidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida)
inicialmente comercializado pela Roche em diversos paises com os titulos de Rochagan®
(Brasil) e Radanil®, mas atualmente ¢é distribuido pelos sistemas de salde em alguns paises
(Guedes et al., 2011; Pinheiro et al., 2017; Sangenito et al., 2019). Seu tratamento discorre por
60 dias (doses de até 10 mg/kg, 2/3 vezes ao dia) sendo BZN o Unico tratamento para a doenca
de Chagas aprovada no Brasil pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
(Guedes et al., 2011; Pinheiro et al., 2017). J& o NFX é um derivado de 5-nitrofurano
comercializado pela Bayer em um ndmero limitado de paises como Lampit ®, mas ndo é
aprovado no Brasil por consequéncia das controversias acerca de sua eficicia e efeitos
debilitantes (Cavalli et al., 2009; Guedes et al., 2011; Murcia et al., 2012; Pinheiro et al., 2017).
Sua administracdo ocorre através de doses orais diarias de 8-10 mg/kg que aumentam conforme
a idade (12-15 mg/kg em adolescentes, 15-20 mg/kg em criangas de 1 a 10 anos), 3 vezes ao
dia durante 120 dias (Guedes et al., 2011; Murcia et al., 2012; Pinheiro et al., 2017).
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Figura 4: Férmula estrutural dos farmacos utilizados na quimioterapia contra o T. cruzi. Benznidazol a
esquerda, Nifurtimox a direita. Fonte: PubChem. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Benznidazole;

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Nifurtimox).

Ambos os farmacos, principalmente o BZN, apresentam uma grande eficécia na fase
aguda da doenca em adultos. O BZN, por exemplo, chega a alcancar mais de 80% de eficacia
no tratamento da fase aguda e reduz significativamente a severidade dos sintomas (Guedes et
al., 2011; Longo e Bern, 2015). Inclusive, pelo seu sucesso e por ser mais tolerado por criangas,
recomenda-se o0 tratamento de casos agudos em criancgas utilizando a formulagdo infantil do
BZN recentemente desenvolvida (Viotti et al., 2009; Longo e Bern, 2015; Sangenito et al.
2019). Contudo, o sucesso do tratamento é limitado apenas a fase aguda, ja que a eficacia na
fase cronica é muito questionavel em decorréncia dos casos clinicos relatados que demonstram
eficacia menor que 20%. Este acaba sendo um grande agravante, uma vez que a maioria dos
infectados se encontra na fase cronica e sequer descobre sua condi¢do na fase aguda (Guedes
et al., 2011; Longo e Bern, 2015; Rassi Jr et al., 2015). Adicionalmente, alguns estudos ja
demonstraram que pacientes tratados ou ndo com BZN ou NFX apresentam persisténcia do
parasito e alteracbes no ECG semelhantes, demonstrando assim que os farmacos nédo
apresentam efeitos protetores significativos na patogénese da CCC, a mais relevante dentre as
manifetacGes (Guedes et al, 2011; Longo e Bern, 2015). Estes e outros dados inconclusivos
impedem a existéncia de um consenso se deve ou ndo ocorrer o tratamento especifico na fase
cronica (Dias, 2000; Cavalli e Bolognesi, 2009; Guedes et al., 2011; Longo e Bern, 2015).
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Um fator problematico também relevante a se comentar na quimioterapia contra a
doenca de Chagas, talvez até mais importante que o da eficécia, é o grande nimero de efeitos
colaterais de ambos os farmacos. Uma vez surgindo em pacientes durante o tratamento e que ja
estejam na fase cronica, tais efeitos reduzem ainda mais a qualidade de vida dos pacientes e
ocasionalmente sdo interrompidos devido a gravidade destes (até 40% dos tratamentos sdo
descontinuados por efeitos toxicos) (Guedes et al., 2011; Longo e Bern, 2015; Rassi Jr et al.,
2015). No caso do BZN, os efeitos colaterais costumam ser focados em manifestaces
dermatoldgicas relativamente graves e hipersensibilidade (frequéncia de 30-50%), como
dermatite alérgica esfoliativa. Contudo, também existem casos de neuropatias, e parestesia
reversiveis (ambas as frequéncias de 0-30%) em fases mais tardias do tratamento, geralmente
levando um longo tempo para serem revertidas totalmente (Viotti et al., 2009; Longo e Bern,
2015; Rassi Jr et al., 2015). Alguns outros efeitos secundarios também podem acometer o
paciente, como anorexia e perda de peso (frequéncia de 5-40%), nauseas, vomitos e quadros de
depressdo medular e de hepatite toxica (mais raros, menos de 1% de frequéncia) (Viotti et al.,
2009; Longo e Bern, 2015; Rassi Jr et al., 2015). Ja no caso do NFX, os efeitos toxicos giram
em torno de impactos gastrointestinais (70% dos pacientes em tratamento apresentam estes
impactos), que costumam envolver anorexia e perda de peso, dores abdominais, vOomitos e
nauseas. Em casos mais severos, costuma ocorrer polineuropatia, neuropatia periférica e
convulsdes (2-5% dos casos) (Murcia et al., 2012; Longo e Bern, 2015). Em adi¢édo a estas
condicdes, também existem relatos relativamente frequentes de cepas de T. cruzi que se
demonstraram refratarias ao tratamento, apresentando principalmente resisténcia a BZN.
Contudo, os possiveis mecanismos de resisténcia aos farmacos sdo inconclusivos até o
momento e ainda estdo sendo estudados (Campos et al., 2014).

Em suma, apesar dos tratamentos tradicionais ainda serem de grande relevancia clinica,
sd0 poucas as alternativas disponiveis. As que existem apresentam baixa eficacia na fase cronica
da doenca e muitos efeitos colaterais relevantes. Como resultado, a divergéncia de dados
inconclusivos e todas as dificuldades que envolvem o tratamento dos pacientes, principalmente
cronicos, impedem um consenso sobre a existéncia de um tratamento especifico para tais
pacientes com BZN e NFX (Cavalli e Bolognesi, 2009; Guedes et al., 2011; Longo e Bern,
2015). Portanto, mesmo sendo uma enfermidade com mais de 100 anos de descoberta, a doenga
de Chagas ainda hoje possui métodos de tratamento insatisfatorios e inadequados para o seu
contexto clinico e epidemiolégico, realcando ainda mais seu status como doenca negligenciada

(Longo e Bern, 2015; Lidani et al., 2019). Portanto, a pesquisa por novos quimioterapicos para
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tratamento da doenca de Chagas é essencial para se alcangcarem perspectivas promissoras acerca
do contexto da patologia, sejam novas moléculas ou farmacos reposicionados, combinados ou
ndo com os quimioterapicos tradicionais (Cavalli e Bolognesi, 2009; Viotti et al., 2009; Guedes
etal., 2011; Murcia et al., 2012; Campos et al., 2014; Longo e Bern, 2015).

1.3: Compostos de coordenagdo como metalofarmacos

Os complexos metalicos sdo compostos quimicos formados por ligantes, organicos ou
inorganicos, ligados covalentemente a um ion metalico central, os quais também sdo chamados
de compostos de coordenacdo. A depender das suas ligagdes covalentes dativas, 0s compostos
de coordenagdo podem ser monodentados, quando apenas um atomo do ligante é capaz de se
associar ao metal, enquanto os ligantes capazes de fazer duas ou mais ligaces com o ion
metalico sdo chamados de bidentados ou polidentados. Entretanto, os compostos polidentados
apresentam maior estabilidade para o complexo por terem efeito quelato, ou seja, 0s compostos
polidentados sdo agentes quelantes mais eficientes devido ao seu nimero de coordenagdo maior
(nimero maximo de ligacdes que o ligante pode fazer com o ion metalico). Uma vez que 0s
ions metalicos geralmente possuem alta afinidade por elétrons, eles atuam como acido de Lewis
na ligagdo enquanto seus ligantes atuam como bases de Lewis doando elétrons, resultando na
alta polarizacdo das moléculas coordenadas aos ions. A polarizacdo destas moléculas as torna
potencialmente reativas. Porém, a atividade do composto de coordenagdo também pode residir
no seu ion metalico, uma vez que o quelante ndo seja capaz de blindar completamente o ion
central (complexo metélico aberto), este ion é capaz de interagir com alguma biomolécula e,
em alguns casos, consegue aumentar a interacao que o ion metalico ja realizava em seu estado
livre. Portanto, a capacidade de interacdo dos complexos metélicos, principalmente a interacéo
com biomoléculas, reside tanto no metal associado quanto no ligante dependendo do composto
em questdo (Haas e Franz, 2009; Flora e Pachauri, 2010).

Os complexos metélicos sdo amplamente presentes na clinica e atuam em diversas areas
médicas, sendo o quelante e o ion utilizados unidos ou separadamente. Como resultado, existem
inimeras classes de farmacos que sdo quelantes ou complexos metalicos em uso clinico
atualmente e cada vez mais emergem novas formas de aplicagdo. Uma das principais aplicagoes
metalofarmacoldgicas reside no uso de agentes quelantes (geralmente anéis heterociclicos) que
alteram a biodisponibilidade de ions metalicos nos diferentes tecidos, uma vez que diversos

ions metalicos possuem um papel essencial em processos fisioldgicos e patologicos (Williams
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e Haldtead, 1982; Benite, Machado e Barreiro, 2007; Flora e Pachauri, 2010). Apesar de alguns
metais terem tamanha importancia, em grandes quantidades alguns ions possuem alta
capacidade citotoxica e podem gerar forte intoxicacao, principalmente metais pesados (chumbo,
cadmio e mercUrio) e metais essenciais em altas concentracfes (cromo, cobre, ferro, cobalto)
(Benite, Machado e Barreiro, 2007; Haas e Franz, 2009; Flora e Pachauri, 2010; Sears, 2013).
Nestes contextos, quelantes seletivos sdo utilizados para neutralizar o excesso de ions
biodisponiveis e assim bloquear os efeitos onerosos, incorporando o ion metalico ao anel
heterociclico e eliminando-o na urina. Alguns exemplos de quelantes utilizados, tanto na clinica
quanto na pesquisa, sdo os derivados de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Figura 5),
acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), cuprizona e fenantrolina (Benite, Machado e
Barreiro, 2007; Haas e Franz, 2009; Flora e Pachauri, 2010; Sears, 2013). Por outro lado, 0s
ions metalicos livres também sdo amplamente administrados na suplementacdo alimentar em
quadros de deficiéncia dos mesmos, como na anemia ferropriva (Killip et al., 2007). Sendo
assim, fica clara a grande relevancia que tanto os ions metalicos quanto os ligantes possuem
(Williams e Haldtead, 1982; Benite, Machado e Barreiro, 2007; Haas e Franz, 2009; Flora e
Pachauri, 2010). Apesar disso, 0s proprios complexos metalicos por si s6 possuem inimeras
propriedades relevantes que os fazem ser utilizados ha décadas na clinica, como capacidade
anti-inflamatoria, anticancer e antioxidante (Sadler e Guo, 1998; Haas e Franz, 2009). Uma
aplicacdo muito explorada nas ultimas decadas foi o uso de complexos de platina para
tratamento contra o cancer e sdo atualmente os farmacos mais utilizados neste tipo de
tratamento, principalmente o complexo cisplatina [PtCl2(NHz)2] e seus derivados, cujo funcéo
reside no seu efeito anticancer (Sadler e Guo, 1998; Haas e Franz, 2009). Também se utiliza
com sucesso alguns outros complexos na clinica, como Au(l)-tiolatos (tratamento da artrite
reumatdide) (Sadler et al., 1998). De qualquer forma, é fato que a atividade bioldgica dos
ligantes é fortemente potencializada quando complexados a ions metalicos (Sadler e Guo, 1998;
Haas e Franz, 2009; Rocha et al., 2011; Viganor et al., 2017).
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Figura 5: Formula estrutural do &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) ligado a um ion central. No

o

esquema, é possivel notar os atomos de nitrogénio e oxigénio atuando como bases de Lewis doando elétrons para

0 fon metélico central, causando entdo o dobramento da estrutura para formar um anel. Fonte: Jesus et al., 2011.

Acerca dos complexos metalicos, uma das aplicagdes farmacoldgicas de maior
evidéncia atualmente se da pela acdo antimicrobiana. Apesar de o potencial antimicrobiano ser
conhecido ha décadas, somente nos ultimos anos o seu uso clinico vem sendo explorado de
forma ampla, principalmente no contexto atual da emergente resisténcia a antimicrobianos
(Sadler e Guo, 1998; Haas e Franz, 2009; Rocha et al., 2011; Brown e Hyland, 2015). Um
exemplo classico da acdo antimicrobiana sdo os metalofarmacos de bismuto, compostos
utilizados no tratamento de Ulceras gastricas por Helicobacter pylori por dificultarem a
absorcéo de ferro pela H. pylori, afetando assim a viabilidade do microrganismo no TGl (Sadler
e Guo, 1998). Os complexos metalicos podem afetar microrganismos através de diversos
mecanismos. Sendo 0s mecanismos antimicrobianos relatados bastantes variados e alguns
projetos de pesquisa com 0s compostos de coordenacdo envolvem a sintese de diversos novos
ligantes baseados em alvos moleculares e reducdo da toxicidade (Haas e Franz, 2009; Brown e
Hyland, 2015). Alguns dos mecanismos de a¢do podem levar a despolarizacdo da membrana,
inativacdo do DNA microbiano por ligacéo, bloqueio de canais transportadores, desregulacéo
e eliminacdo de biofilmes, dentre outros (Sadler e Guo, 1998; Haas e Franz, 2009; Brown e
Hyland, 2015; Viganor et al., 2017).

Embora dados demonstrem efeitos promissores em variados patégenos como bactérias
(Staphylococcus aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus spp., etc) e fungos
(Candida albicans, Candida haemulonii), os metalofarmacos estdo emergindo como uma
importante abordagem terapéutica entre as DTNSs, principalmente contra protozoarios (McCann
et al., 2004; Navarro et al., 2010; Tella e Obaleye, 2010; Gandra et al., 2017; Reddy et al.,
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2017; Viganor et al., 2017; Rigo et al., 2019; Ke et al., 2020; Sangenito et al., 2021). Estudos
relatam efeitos deletérios dos complexos de ruténio, ciprofloxacina e levofloxacina contra T.
cruzi e Leishmania major (Santos et al., 2012), enquanto outros dados também demonstram
que complexos de palédio e ferrocenos alcaldides também apresentam atividade contra espécies
viscerais de Leishmania (Santos et al., 2012). H& dados onde complexos de levofloxacina,
esparfloxacina e norfloxacina possuem importante atividade anti-T. cruzi (Martins et al., 2012;
Martins et al., 2016). Nosso grupo de pesquisa também ja demonstrou os efeitos que alguns
complexos de aminopiridil possuem sobre a fisiologia de parasitos como Leishmania
amazonensis e T. cruzi, em trabalhos anteriores (Reddy et al., 2017. Sangenito et al., 2021). Em
suma, a capacidade dos compostos de afetar patdgenos relevantes e a facilidade em sintetizar
tais complexos os tornam muito promissores para a terapia antimicrobiana, ainda mais no
contexto das DTNs (Navarro et al., 2010; Santos et al., 2012; Brown e Hyland, 2015; Gandra
etal., 2017; Reddy et al., 2017; Ke et al., 2020; Sangenito et al., 2021).

1.3.1. Compostos baseados em 1,10-fenantrolina e phendione

Uma grande quantidade de ligantes, principalmente heterociclicos, foram
sintetizados e coordenados a diversos ions metalicos no intuito de avaliar sua acgdo
antimicrobiana. E possivel citar como exemplo alguns compostos promissores, como
complexos de sulfadimidina, aminopiridil, iminopiridil, naftalimida, bipiridina, entre outros
(Tella & Obaleye, 2010; Martins et al., 2012; Reddy et al., 2017; Ke et al., 2020; Sangenito et
al., 2021). Dentre tantos ligantes e complexos, um importante destaque s&o 0S compostos
formados a partir de 1,10-fenantrolina (phen) (Figura 6). Este complexo metalico é um
importante quelante metalico heterociclico bidentado com excelente potencial antimicrobiano,
muito utilizado como inibidor de metalopeptidases e como estrutura inicial para sintese de
novos ligantes e complexos. O ligante phen deriva de moléculas de fenantreno e possui &tomos
de nitrogénio substituindo o carbono nas interacdes com os ions metalicos (posicBes 1 e 10), 0
que demonstrou aumentar a acdo antimicrobiana (Bencini e Lippolis, 2010; McCann et McCann
et al., 2012; Viganor et al., 2017). Resultados da literatura demonstram que phen é capaz de
inibir a proliferacdo de cepas de T. cruzi (Dm28c e Y) e afetar sua viabilidade (Santos et al.,
2012). Entretanto, apesar do ligante e seus derivados apresentarem atividade em seu estado
livre, acredita-se que a complexacdo destes a ions metalicos ja presentes nos organismos Vivos

seja a responsavel pela acdo observada (McCann et al., 2004; McCann et al., 2012). Inclusive,
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trabalhos do nosso grupo de pesquisa demonstraram o amplo efeito que os compostos de 1,10-
fenantrolina, associados aos ions de cobre (I1), manganés (II) e prata (1), apresentam contra
Candida spp. tanto nos estudos in vitro quanto in vivo (Gandra et al., 2017; Gandra et al., 2020).
Portanto, os complexos de phen, apesar de ativos em suas formas livres, apresentam atividade
bioldgica aumentada quando coordenados a ions e apresentam um potencial significativo como
antimicrobianos por apresentarem um amplo espectro, agindo como antifingicos,
antibacterianos e antiprotozoarios (McCann et al., 2004; Bencini e Lippolis, 2010; McCann et
al., 2012; Santos et al., 2012; Gandra et al., 2017; Viganor et al., 2017; Gandra et al., 2020).

Figura 6: Formula estrutural de phen, phendione, Cu?*-phendione e Ag*-phendione. O ligante phendione
(1,10-fenantrolina-5,6-diona) esta representado a esquerda superior, enquanto phen esta representado na direita
superior. Os complexos metalicos estdo representados, Cu?*-phendione a direita inferior e Ag*-phendione a
esquerda inferior. Fonte: Adaptado de McCann et al., 2012.

Levando em consideracdo o potencial do ligante phen, inimeros derivados foram
sintetizados, testados e associados a ions. Dentre os diversos ligantes, um dos maiores destaques
foi 1,10-fenantrolina-5,6-quinona (phenidone) (Figura 6) (McCann et al., 2004). O ligante
phendione ¢ um derivado heteroaromatico que, diferente do ligante phen, apresenta dois
grupamentos carbonila em seu anel central ligados aos carbonos 5 e 6. O ligante phendione
apresenta atividade tanto na forma livre quanto complexadas a ions metalicos assim como a

1,10-fenantrolina. Contudo, estudos demonstram que 0s seus derivados quindnicos apresentam
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maior eficcia contra diversos microrganismos, sendo o ligante phendione o mais eficaz dentre
estes (McCann et al., 2012). Por conseguinte, também foram sintetizados complexos metalicos
utilizando o ligante phendione associados a ions, como por exemplo 0os compostos Ag™*-
phendione e Cu?*-phendione (Figura 6). De acordo com dados do nosso grupo e de
colaboradores, estes complexos também demonstram acgdo contra diversos microrganismos, ao
mesmo tempo que se mostram bem tolerados por diversos modelos celulares e animais
(McCann et al., 2012). Viganor e colaboradores (2016) observaram que ambos os compostos
foram deletérios para isolados suscetiveis e resistentes de P. aeruginosa, tanto em sua forma
plancténica quanto em biofilme, em concentraces em torno de 5,9 pg/L e 12,5 pg/L.
Semelhantemente, em Granato et. al. (2017) os compostos apresentaram atividade fungicida
para a cepa FMC.2214 de Phialophora verrucosa, onde as concentragdes minimas inibitorias
(MIC) de Ag*-phendione e Cu?*-phendione eram, respectivamente, em torno de 4 uM e 5 uM.).
Porém, os resultados de maior destaque com os complexos de phendione se observam em
protozodrios. Na pesquisa de Rigo e colaboradores (2018) demonstraram o efeito de Cu?*-
phendione e Ag*-phendione em diferentes cepas e isolados de Trichomonas vaginalis, de forma
que a média dos ICso calculados foi de 0,87 uM e 2,84 puM, respectivamente. Ambos 0s
compostos se mostraram mais ativos que o ligante phendione livre, cuja média dos 1Cso foi 6,57
UM. Em Lima e colaboradores (2021), foi observado que os compostos Cu?*-phendione e Ag*-
phendione eram capazes de afetar consideravelmente a viabilidade de promastigotas de L.
braziliensis, chegando a reduzir a populacao de parasitos em 75% e 68% respectivamente nas
maiores concentracdes testadas (10 pg/mL). Por sua vez, no trabalho de Santos (2019), onde os
compostos foram testados em L. amazonensis e Leishmania chagasi. Neste trabalho, Ag*-
phendione teve sua concentracdo inibitoria para 50% da populacdo de amastigotas (ICxso)
determinada, onde o ICsg obtido foi de 0,0078 uM para L. amazonensis e de 0,024 uM para L.
chagasi. Em Cu?*-phendione, observou-se um ICso de 0,00785 puM para L. amazonensis e de
0,020 uM para L. chagasi (Santos, 2019).

Considerando todas estas informagdes, os compostos de coordenacdo aqui abordados se
apresentam como promissores metalofarmacos por apresentarem efeito antimicrobiano de
amplo espectro de forma segura, principalmente levando em consideracéo a falta de farmacos
bioativos contra alguns dos microrganismos aqui citados. Por fim, considerando o grande valor
dos compostos de Ag*-phendione e Cu?*-phendione decorrentes das caracteristicas apontadas,
sua aplicabilidade clinica deve ser averiguada de forma mais aprofundada, principalmente como

potenciais farmacos contra as DTNs, principalmente as causadas por protozoarios.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos esforcos de inimeros pesquisadores e agentes de saude, a doenca de Chagas
continua sendo uma das principais doencas tropicais negligenciadas existentes e representa um
grave problema de salde internacional, principalmente para populagbes mais pobres e
vulnerdveis da América Latina (Lidani et al., 2019). Com os mais de 7 milhdes de infectados
por T. cruzi registrados e aproximadamente 14.000 mortes anuais, 0s impactos na saude publica
e na economia dos paises afetados se expande cada vez mais, principalmente pela sua
morbidade e mortalidade consideraveis (PAHO, 2022). As op¢Oes de tratamento sdo escassas,
pouco eficientes e muito agressivas para os pacientes, colocando em evidéncia a grande
necessidade de novos farmacos mais eficientes e menos toxicos para uso na quimioterapia
contra a doenca de Chagas (Guedes et al., 2011).

Neste contexto, os metalofarmacos se apresentam como uma alternativa bem
interessante pelo seu continuo sucesso na clinica em diferentes abordagens, principalmente pelo
potencial antimicrobiano dos inumeros complexos metalicos testados (Sadler e Guo, 1998;
Navarro et al., 2010). Nos ultimos anos, 0 nosso grupo de pesquisa vem pesquisando
amplamente o efeito de variados metalocompostos em diferentes modelos microbianos, como
bactérias, protozoarios e fungos (Viganor et al., 2017; Gandra et al., 2017). Recentemente se
obtiveram resultados bem interessantes utilizando o composto phendione (fendiona)
demonstrando resultados em varios microrganismos, principalmente em parasitos como
Leishmania spp., enquanto ainda apresentam boa tolerancia nos modelos animais utilizados
(Santos, 2019). Sendo assim, a investigacdo dos efeitos de phendione, principalmente Ag*-
phendione e Cu?*-phendione, em T. cruzi se mostra como uma linha de pesquisa de grande
valor para 0 nosso grupo de pesquisa pelo seu grande potencial de eficacia e seguranca quando

comparados aos farmacos ja aprovados para uso clinico.
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3. OBJETIVOS
O presente projeto de pesquisa tem como objetivo principal o estudo dos efeitos que 0s
complexos metalicos Ag*-phendione e Cu?*-phendione exercem sobre as formas

tripomastigotas de T. cruzi. Os objetivos especificos sdo:

% Avaliar o impacto que os complexos de phendione associados ou ndo a Ag* e Cu?*

possuem na viabilidade celular das células animais LLC-MK3;

% Avaliar o efeito dos complexos de Ag*-phendione e Cu?*-phendione sobre a viabilidade

das formas tripomastigotas;

% Estabelecer o indice de Seletividade de ambos os metalocompostos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1: Parasito

Os parasitos da cepa Y (grupo Tcll) de T. cruzi utilizados neste trabalho foram
originalmente isolados de um caso agudo grave de doenca de Chagas em Sao Paulo no ano de
1950 (Silva & Nussenzweig, 1953) e estdo presentes em todos 0s ensaios que necessitarem do

uso do parasito.

4.2: Compostos de coordenacao

O ligante phendione [1,10-fenantrolina-5,6-diona] e seus respectivos complexos
metalicos de Ag*-phendione ([Ag(phendione),].ClOa4) e Cu?*-phendione
([Cu(phendione)s].(Cl04)2.4H,0) utilizados no presente trabalho foram sintetizados de acordo
com o0s metodos descritos detalhadamente em McCann et. al. (2004), diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO), armazenados em concentracdes estoque de 1 mM, 100 uM e 10 uM,
respectivamente, e resguardados de qualquer exposi¢do luminosa por serem fotossensiveis. A
partir destas solucbes, foram obtidas as concentragdes dos compostos utilizados no presente
estudo. Os compostos de coordenacdo foram sintetizados e gentilmente enviados ao nosso
laboratdrio pelo grupo de pesquisa do Dr. Malachy McCann, professor titular do Departamento

de Quimica da National University of Ireland, o qual colabora ativamente com nosso projeto.

4.3: Manutencao da cultura de células animais

As células epiteliais LLC-MKj>, foram isoladas a partir do rim de um macaco Rhesus.
Seu cultivo ocorre em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) acrescido de 10%
de soro fetal bovino (SFB) e mantido em estufa de cultura a 37°C e 5% de CO,. As células sdo
mantidas em cultura dentro de garrafas de cultura de 25 e 75 cm? para obtencéo do parasito e
para uso em experimentos. Para realizar a manutencdo das culturas celulares, foram realizados
repiques a cada 72 h. Para realizar o repique, o meio DMEM foi retirado e entdo se adicionou
uma solucéo de tripsina (2,5 g/L). As culturas foram entdo incubadas por 5 min com a solucéo
de tripsina para que a camada de células se desprenda da superficie interna da garrafa.

Posteriormente, as células foram recolhidas e centrifugadas em 500xg (1500 rpm) por 5 min e
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0 sobrenadante contendo tripsina foi removido para entdo as células serem suspensas
novamente em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e transferidas para novas garrafas
de cultura para entdo aderirem novamente na superficie interna (Reddy et al., 2017; Freshney,
1994).

4.4: Obtencéo dos tripomastigotas de cultura celular

As células da linhagem LLC-MK; foram infectadas com os tripomastigotas da cepa Y,
cuja proporcao parasito-célula foi de 10:1 no momento da inoculacdo, realizada em meio
DMEM e 2% de SFB. Depois da incubagdo por 24 h em estufa a 37°C e 5% CO», 0 meio de
cultura foi removido e as células lavadas com DMEM para remover os tripomastigotas que ndo
foram internalizados para entéo repor o meio DMEM contendo 2% de SFB. A cultura infectada
foi entdo incubada novamente pelo tempo necessario para o parasito ser liberado no
sobrenadante (cerca de 5 dias para a cepa Y). Apoés a liberagdo dos tripomastigotas, 0 meio
contendo o parasito foi centrifugado a 500xg por 5 min para separar as formas tripomastigotas
dos detritos celulares e eventuais amastigotas presentes no sobrenadante. Os tripomastigotas
obtidos entdo foram armazenados em tubos Falcon a temperatura de 2°C durante no maximo 2
dias para serem utilizados em outras eventuais infecgdes. Para a realizagcdo dos experimentos,
os tripomastigotas obtidos foram utilizados no maximo 1 dia apds a coleta do sobrenadante
(Sangenito et al., 2016b; Reddy et al., 2017).

4.5: Ensaio de citotoxicidade em células animais

As celulas da linhagem LLC-MK: removidas por tripsina das garrafas de cultura no item
4.3 foram ressuspensas em 1 mL e contadas em camara de Neubauer para se obter o nimero
total de células. Depois disso, as células foram diluidas em 10° células/poco em 100 pL de meio
DMEM e 10% de SFB em microplaca de 96 poc¢os e incubadas até o dia seguinte para se
aderirem ao fundo dos pogos e formar uma monocamada. ApoOs a adesdo, 0s pogos foram
lavados com meio DMEM para remocéo das células ndo aderidas, se acrescentou meio novo
com 10% de SFB e as placas com as células LLC-MK> foram incubadas com diferentes
concentracdes crescentes de phendione (de 3,25 uM até 120 uM), Cu?*-phendione (de 0,625
MM até 160 puM) e Ag*-phendione (de 0,625 UM até 80 uM) por 24 h ou 72 h em estufa de CO..

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-
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2-il-2,5-difeniltetrazélio) de forma que, depois do tempo de incuba¢do, 0 meio DMEM foi
retirado e uma solucdo de MTT foi adicionada (5 mg/mL em PBS, 10 uL/pogo) para enfim as
celulas serem incubadas a 37°C por mais 3 h sem exposicdo a luz. As células viaveis
metabolizam o sal presente na solucéo através das desidrogenases mitocondriais, reduzindo-o
em cristais de formazan que podem entdo ser quantificados através de espectrofotometria. Para
iss0, as placas foram centrifugadas a 500xg por 5 min para sedimentagéo dos cristais formados,
que foram entdo diluidos em 200 pL DMSO. Uma vez diluidos os cristais, foi quantificada a
absorbancia em 570 nM em espectrofotdmetro (SpectraMax/Molecular Devices). Os valores
obtidos levaram a definir a concentracdo citotoxica dos compostos para 50% da populacéo de
células (CCsp) através de analise por regressao linear (Niles et al., 2008; Sieveking et al., 2014;
Sangenito et al., 2016a; Reddy et al., 2017).

4.6: Teste de viabilidade dos tripomastigotas frente aos compostos

Uma vez obtidos e purificados os parasitos, conforme descrito no item 4.4, os
tripomastigotas foram contados em camara de Neubauer e diluidos em pocos de microplaca de
96 pocos para a concentracdo de 10° células viaveis/mL em meio DMEM com 2% de SFB
(viabilidade esta certificada por motilidade e morfologia normais do parasito) e incubados com
concentracgdes crescentes de Cu?*-phendione e Ag*-phendione (de 12,5 nM até 100 nM) por 24
h em estufa a 37°C. Pogos ndo tratados com o composto serviram como controle do ensaio.
Apds passado o tempo de incubacdo, os pocos com as diferentes concentracdes tiveram seus
parasitos viaveis contabilizados por contagem direta em camara de Neubauer em microscopia
de campo claro (aumento de 40x) e, utilizando-se dos valores obtidos na contagem, foi
calculada a dose letal para 50% da populacédo de parasitos (DLso) (Adade et al., 2014; Sangenito
et al., 2016b; Reddy et al., 2017).

4.7: Célculo do Indice de Seletividade (1S)

Apos a coleta dos dados de CCsp e DLso obtidos para as células LLC-MK: e para as
formas tripomastigotas, respectivamente, foi calculado o indice de seletividade (IS). O calculo
do indice de seletividade consiste na razéo entre os valores de CCso das células animais LLC-
MK: e os valores de DLso (referente as formas tripomastigotas do parasito) no mesmo tempo

de incubacdo (neste caso, no tempo de 24 h), de forma a identificar a capacidade do composto
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testado de causar efeito deletério no parasito sem afetar o hospedeiro (CCso/DLso = IS). O valor
minimo para se considerar que a razdo do IS seja satisfatoria € 10 (Sieveking et al., 2014).

4.9: Analises Estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo todos os ensaios repetidos ate,
no minimo, 3 vezes. Todos os resultados foram avaliados a partir do teste ANOVA com pos
teste de Dunnett, de forma que os valores de P foram considerados estatisticamente significante

quando iguais ou menores que 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito dos compostos sobre a viabilidade dos tripomastigotas

Primeiramente, foram realizados ensaios expondo tripomastigotas a diferentes
concentragdes dos compostos por 24 h, a fim de avaliar se podem afetar a viabilidade destas
formas do parasito. A susceptibilidade dos parasitos foi avaliada por contagem, utilizando a
motilidade e a morfologia como critérios de viabilidade e identificando possiveis alteracdes
morfoldgicas que os parasitos vivos pudessem vir a sofrer. Se tratando de Cu?*-phendione,
observou-se que a primeira concentracdo (0,0125 uM) nédo causou diferencas muito drasticas,
levando a uma reducéo de 7,53% da populagdo. Contudo, em 25 nM (0,025 uM) ja se observava
uma concentracdo média de aproximadamente 5,2 x 10° parasitos/ml, uma reducdo aproximada
de 51,3%, onde ja se observavam parasitos com a motilidade mais fastidiosa e morfologias
anormais. Ja em 50 nM (0,05 uM) do composto de cobre, observou-se uma drastica reducao da
populacéo viavel (92,36%), contabilizando aproximadamente apenas 0,8 x 10° parasitos/ml. Na
concentracdo de 100 nM (0,1 uM), ndo foram encontrados parasitos vivos. Com os valores
obtidos a partir da curva de concentracdo frente a populagéo de parasitos, o valor calculado de
DLso foi 18,92 nM. Tratando sobre Ag*-phendione, a concentracéo inicial (6,25 nM) também
demonstrou uma diferenca pequena na populacgéo (reducao de 5,46%), onde um namero infimo
de parasitos apresentando algumas alteracGes morfoldgicas como reducdo do flagelo. Ja na
concentracdo seguinte de 12,5 nM (0,0125 uM), foram contabilizados em média 6,8 x 10°
parasitos/ml (reducdo de 33,34%), sendo observado que parasitos com alteraces morfoldgicas
moderadas e motilidade reduzida e/ou anormal. Ja na concentracédo de 25 nM (0,025 uM), foram
contabilizados aproximadamente 4,1 x 10° parasitos/ml (reducéo de 59,72% da populacéo) e os
parasitos se encontravam fortemente debilitados tanto em motilidade quanto em morfologia.
Na UGltima concentracdo de 50 nM (0,05 puM), apenas 0,4 x 10° parasitos/ml foram
contabilizados em media e praticamente nenhum parasito aparentava motilidade adequada,
demonstrando uma reducdo de 95,91%. Com os valores obtidos a partir da curva de
concentragcdo do composto de prata frente aos tripomastigotas, o valor calculado de DLsg foi de
15,39 nM. Nas maiores concentracfes de ambos os compostos, as principais alteracdes
morfologicas observadas em ambos os compostos foram aumento do volume celular dos
tripomastigotas e reducdo ou perda completa do flagelo. Levando em consideragéo os dados

apresentados, no presente estudo observou-se que tanto os resultados obtidos com Cu?*-
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phendione quanto os resultados obtidos com Ag*-phendione apresentaram compostos com

efeito dose-dependente interessante frente as formas tripomastigotas (Figura 7).
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Figura 7: Efeito de Cu?*-phendione e Ag*-phendione nas formas tripomastigotas do parasito. As formas
tripomastigotas do parasito (10° células vivaveis/mL) foram incubadas por 24 h com o composto numa faixa de
concentracdo que varia entre 0,00625 pM e 0,1 pM. A partir dos resultados obtidos por contagem direta em
microscopia de campo claro, calculou-se entdo a DLsp (dose letal para 50% da populacdo) de ambos os compostos
para o parasito, obtendo o resultado de DLs0=18,92 nM para o composto de cobre (barras pretas) e DLso=15,39
nM para o composto de prata (barras brancas). Os dados estdo expressos através da média e desvio padrdo de
experimentos diferentes realizados em triplicata. Os dados foram considerados significativos quando P < 0,05 (*)
e P <0,0001 (****).

5.2. Efeito citotoxico dos compostos em células animais LLC-MK:;

A suscetibilidade das células aos compostos Cu?*-phendione e Ag*-phendione foi
avaliada em dois periodos de exposicao, durante 24 e 72 horas, através do método de MTT. No
tempo de 24h, foi observado que o composto de Cu?*-phendione, a partir da concentragéo de
80 uM, ja indicava efeito citotoxico para mais da metade da populagdo metabolicamente ativa,
chegando a uma reducdo de 66,58%. Na maior concentracdo avaliada, a redugdo chegou em até
86,22% da populagdo de células LLC-MK> (160 uM). Portanto, se utilizando dos valores
observados na curva de concentracdo testada para Cu?*-phendione, o valor calculado do CCso
para esse composto em 24h foi de 57,599 uM. Ja se tratando do composto de Ag*-phendione,

é possivel se observar que ja na concentracao de 40 uM ha uma redugdo consideravel do nimero
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de células viaveis. A concentracdo em questdo do composto de prata se demonstrou citotdxica
para aproximadamente 79,01% da populacdo, enquanto a maior concentragdo (80 M) se
mostrou citotoxica para 93,01% da populagdo de LLC-MKg3, afetando mais as células do que o
composto Cu?*-phendione. Se utilizando dos resultados obtidos para as diferentes
concentracdes de Ag*-phendione nesta faixa de tempo, foi possivel se calcular o CCso de 23,566
HUM. Ao compararmos os dois valores obtidos para 0s compostos em 24h, € possivel afirmar
que o Cu®*-phendione aparenta ser melhor tolerado do que o composto de Ag*-phendione, uma
vez que o CCso para Cu?*-phendione é aproximadamente duas vezes maior do que o CCso para
Ag*-phendione. Entretanto, a concentracéo citotoxica para ambos 0s compostos € bem maior
nas células do que nas formas tripomastigotas do parasito. Também foi avaliada a capacidade
do ligante phendione livre de ser bem tolerado pelas células LLC-MKG>. Desta forma, as células
animais foram expostas a concentracfes crescentes do ligante phendione livre por de 24 horas.
Uma vez obtidos os valores para as diferentes concentrages, foi possivel perceber que a partir
de 7,5 UM ja houve uma reducdo drastica da populacdo de células (49,28%), sendo a ultima
concentracdo (120 pM) citotdxica para aproximadamente 93,9% das células. A partir destes

resultados observados, foi calculado o CCso como 7,985 uM para o ligante livre (Figura 8).
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Figura 8: Citotoxicidade de Cu?*-phendione e Ag*-phendione em células epiteliais LLC-MK> apds 24 horas.
Tratamento da populacdo de células LLC-MK; por 24 h na auséncia (controle) e na presenca de Ag*-phendione,
numa faixa de concentragdo que varia entre 1,25 uM e 80 pM, de Cu?*-phendione, numa faixa que varia de 2,5
UM até 160 puM, e do ligante phendione livre, numa faixa de concentracdo que varia de 3,25 pM até 120 uM. Os
resultados foram obtidos a partir do método de MTT, onde calculou-se entdo o CCsp (concentracdo citotdxica para
50% da populagdo) para ambos os compostos a partir de tais valores, de forma que Cu?*-phendione obteve o
CCs0=62,79 UM e Ag*-phendione obteve 0 CCs0=23,56 UM. Ja o ligante phendione livre teve inferido o
CCs0=7,985 pM. Os dados estéo expressos através da média e desvio padrdo de experimentos diferentes realizados
em quintuplicata. Os dados foram considerados significativos quando P <0,05 (*) e P < 0,0001 (****). ABS,

absorbancia.

No tempo de 72 h, foram utilizadas concentracdes menores das utilizadas em 24h, uma
vez que provavelmente concentragdes utilizadas em 24 h poderiam ser mais toxicas. No

composto de Cu?*-phendione, foi possivel observar que desde a primeira concentracéo (0,625
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HM) j& era possivel observar um efeito citotoxico considerdvel, vide que desde esta
concentracdo ja havia uma reducdo de 32,49% da populacdo. Nas concentracfes seguintes, a
populacdo de células viaveis foi reduzindo gradativamente, a ponto de que nas maiores
concentracgdes se observou reducéo de 77,4% (5 uM), 88,46% (10 uM) e 92,76% (20 uM). Com
isso, observou-se que o CCso de Cu?*-phendione em 72h era de 2,3 uM. Ja se tratando o
composto de Ag*-phendione, observou-se que nas primeiras concentracdes ainda existia um
efeito citotoxico mais leve. Desta forma, foi possivel constatar que se reduziu apenas 17,85%
da populacdo de células viaveis na concentracdo de 0,625 UM e apenas 24,14% na concentracdo
de 1,25 uM. Contudo, ja nas maiores concentragdes, o efeito citotoxico se demonstrou notério
devido ao percentual de reducdo da populagdo celular viavel, chegando a 47,93% (5 uM), 66%
(10 uM) e 94,04% (20 pM). Em decorréncia disso, calculou-se o0 CCso de Ag*-phendione em
72h como 5,61 uM. Portanto, tanto o0 composto de Cu?*-phendione quanto o composto de Ag*-
phendione demonstram manter o efeito dose-dependente observado no tratamento realizado por
24 horas e se mantém bem mais altos que os valores observados no tempo de 24 h, corroborando

em parte as observacgdes realizadas nos ensaios em questdo (Figura 9).
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Figura 9: Citotoxicidade de Cu?*-phendione e Ag*-phendione em células epiteliais LLC-MK: ap6s 72 horas.
Tratamento da populacio de células LLC-MK; por 72 h na auséncia (controle) e na presenca de Cu?*-phendione e
de Ag*-phendione, numa faixa de concentracdo que varia entre 0,625 uM e 20 uM. Os resultados foram obtidos a
partir do método de MTT, onde calculou-se entdo 0o CCsp (concentragdo citotoxica para 50% da populacéo) dos
compostos a partir de tais valores, de forma que Cu?*-phendione (esquerda) obteve o valor de CCs0=2,3 uM e
Ag*-phendione (direita) obteve o valor de CCs0=5,61 pM. Os dados estdo expressos através da média e desvio
padrdo de experimentos diferentes realizados em quintuplicata. Os dados foram considerados significativos
quando P < 0,0001 (****). ABS, absorbancia.
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5.3. Calculo do Indice de Seletividade

A partir dos ensaios realizados durante 24 horas com as células animais e com as formas
tripomastigotas do T. cruzi, foi possivel evidenciar a seletividade os compostos Cu?*-phendione
e Ag*-phendione possuem em relacdo a ambos 0s modelos testados. Esta anélise € importante
devido a necessidade de se demonstrar que, em determinadas concentragdes, 0s compostos de
coordenacdo sdo capazes de afetar as células do parasito enquanto as células animais se mantém
tolerantes. Portanto, a partir dos valores de DLso (ensaios com os tripomastigotas) e de CCso
(ensaios com as células LLC-MK?) de ambos os compostos, foi possivel calcular o indice de
Seletividade (IS = CCso/DLso) dos mesmos e inferir 0 quanto tais farmacos sdo seletivos mais
para o parasito do que para o hospedeiro. Tratando-se de Cu?*-phendione, cujo valores foram
DLs0=18,92 nM e CCs0=57,599 UM e o IS de Cu?*-phendione foi igual a 3.044,339. Ja se
tratando do composto de Ag*-phendione, os valores obtidos foram de DLso=15,39 nM e
CCs0=23,566 pM e o IS de Ag*-phendione foi igual a 1.531,254. De acordo com dados
observados na literatura, acredita-se que os valores de um IS para um composto passam a se

considerar satisfatorios quando apresentem razdes iguais ou acima de 10 (Tabela 1).

Tabela 1: Célculo do Indice de Seletividade (IS) para Cu?*-phendione e Ag*-phendione baseado nos valores de
CCs (ensaios com as células animais LLC-MK3) e nos valores de DLsy (ensaios de viabilidade com

tripomastigotas).
Compostos (24h) CCso (UM) DLso (UM) IS
Cu?*-phendione 57,599 0,01892 3.044,339
Ag*-phendione 23,566 0,01539 1.531,254
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6. DISCUSSAO

A doenca de Chagas € um dos mais importantes problemas de satde publica globais.
Apesar disso, ainda hd uma grande lacuna no que tange ao tratamento da doenca. Os dois Unicos
medicamentos disponiveis, BZN e FNX, sdo pouco eficazes na fase cronica e muito debilitantes
(Lidani et al., 2019). No atual cenério, os metalofarmacos e a grande variedade de complexos
e ligantes abordados na literatura estdo se mostrando como 6timas opcdes de novas abordagens
terapéuticas contra doencas negligenciadas, principalmente parasitoses. Navarro e
colaboradores (2010) argumentam que os farmacos baseados em metais representam grandes
oportunidades para novos compostos para uso clinico. Dados da literatura demonstram que no
tratamento contra malaria, complexos de cloroquina (CQ) coordenados a ruténio (II)
([RUCQCI2]2) e ouro (1) (JAu(PPh3)(CQ)]PF3) se mostraram muito efetivos contra Plasmodium
berghei e, principalmente, contra cepas resistentes a CQ de Plasmodium falciparum (Navarro
etal., 2010). A CQ é considerada uma das moléculas de maior sucesso na quimioterapia contra
doencas infecciosas, ja que possui alta eficacia, baixo custo de sintese e nenhum efeito toxico
muito relevante. A ferroquina (FQ), outro complexo antimalaria e com estrutura semelhante a
CQ, também demonstra grande eficacia através de mecanismos diferentes e ja se encontra em
testes clinicos de fase Il. De fato, 0 sucesso da CQ e semelhantes e 0 aumento de sua eficacia
ao ser coordenado a ions metélicos permite demonstrar o potencial dos mesmos enquanto
metalofarmaco contra parasitos (Navarro et al., 2010). De forma similar, estudos em T. cruzi
observaram efeitos promissores contra diferentes formas do parasito in vitro utilizando
complexos de cetoconazol, clotrimazol, 5-nitrofuril e 5-nitroacroleina contendo
tiosemicarbazonas (Navarro et al., 2010).

Os complexos formados por ligantes derivados de fenantrolina estdo emergindo entre
0s demais complexos como excelentes candidatos devido ao seu amplo efeito antimicrobiano.
Levando em consideracdo este cendrio, no presente trabalho foi avaliado pela primeira vez a
capacidade dos complexos a base de 1,10-fenantrolina-5,6-diona, Cu?*-phendione e Ag*-
phendione, de afetarem a viabilidade do T. cruzi. Ambos os compostos foram testados no tempo
de 24 h contra as formas tripomastigotas e se mostraram capazes de reduzir fortemente a
populacgéo celular, a partir de concentra¢des consideravelmente baixas quando comparadas a
outros compostos de coordenacdo relevantes na literatura contendo cobre e prata. Um dos
melhores resultados de complexos associados a tais ions foi 0 estudo de Souza et al. (2023),

onde prata e cobre foram coordenados a moléculas de BZN em 4 compostos diferentes. Dentre
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0s 4 compostos testados contra os tripomastigotas, 0 composto 1 obteve 1Cs0=0,7 UM e 0
composto 3 obteve 1Cs0=1,3 uM, ambos coordenados a prata. Enquanto isso, os valores de ICsg
observados nos compostos 2 e 4 (cobre) foram maiores que 3 UM (de Souza et al., 2023). Se
tratando de compostos de cobre, Martins e colaboradores (2012) sintetizaram compostos de
fluoroquinolonas com cobre e testaram contra tripomastigotas (cepa Y), de forma que o0s
menores 1Cso encontrados foram equivalentes a 1,6 UM (composto 3 - levofloxacina) , 4,7 uM
(composto 6 - esparfloxacino) (Martins et al., 2012) e 4,4 uM (composto 2 - norfloxacino)
(Martins et al., 2016). Curiosamente, também se observou que o complexo de fenantrolina
[CuCly(fen)] apresentou ICso = 7 UM, valor tdo relevante quanto ao observado em alguns
complexos sintetizados (Martins et al. 2016). Posteriormente, Fonseca e colaboradores (2018)
publicaram resultados com ligantes derivados de bis(3,5-dimetilpirazol-1-il)metano, onde o
mais interessante (composto 5) apresenta 1Cs0=176 pg/mL contra o T. cruzi. Ja se tratando dos
compostos coordenados a prata, Kordestani e colaboradores (2020) sintetizaram uma série de 8
complexos e testaram contra diversas espécies de Trypanosoma, onde os valores de ICso em T.
cruzi variaram 8 UM e 4,74 uM, semelhante ao observado em T. brucei, T. rhodesiense e L.
infantum. Outros resultados interessantes se encontram em Esteban-Parra et al. (2019), onde 3
compostos de 5,7-dimetil-1,2,4-triazol[1,5 a]pirimidina (Ag-dmtp) apresentaram 1Cso<1 uM
contra epimastigotas de T. cruzi. Até o momento do presente trabalho, poucos estudos foram
encontrados utilizando complexos de prata afetando a viabilidade de T. cruzi, sendo os
complexos de cobre pesquisados mais amplamente. Entretanto, os dados observados em
phendione ainda se mostraram como o maior destaque entre os dados encontrados com outros
complexos coordenados aos mesmos ions, uma vez que praticamente nenhum resultado na
literatura apresentou ICsp igual ou abaixo de 0,1 pM.

E importante destacar que os compostos a base de phendione e seu efeito em T. cruzi
ndo se mostraram destaque apenas entre 0s demais compostos a base de cobre e prata, mas
também entre complexos associados a outros ions, ligantes livres e até entre compostos ja
aprovados na clinica. Além dos dados com cobre citados anteriormente, Fonseca e
colaboradores (2018) também demonstraram resultados com compostos coordenados a cobalto
frente a cepas suscetiveis e resistentes a BZN de T. cruzi, com valores respectivos de 1Cs0=58,3
pg/mL e 1C50=87,33 ug/mL. Outros 8 compostos coordenados a paladio(ll) também tiveram
seu efeito contra tripomastigotas (cepa Y) determinados, com 1Cso de metade abaixo de 1 uM
(0,53 uM - 0,76 uM) e metade acima (1,91 uM — 1,47 uM) (Plutin et al., 2017). Complexos
associados a vanadio também apresentaram atividade contra tripomastigotas, sendo os 3
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compostos de maior destaque tendo 1C50=0,29 uM, 1Cs50=0,4 uM e 1C50=0,47 UM (Scalese et
al., 2021). Complexos de difosfina coordenados a niquel, paladio e platina também foram
testados contra formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, onde 0s compostos 2, 5 e 6
apresentaram os respectivos valores de 1Csg em tripomastigotas como 0,72 uM, 0,42 uM e 0,39
UM (Oliveira et al., 2022). Ja nas formas amastigotas, as concentracbes de maior destaque
foram dos complexos de 1 a 4, com 0 menor 1Cs0=1,37 UM e 0 maior 1Cs0=1,72 UM (Oliveira
et al., 2022). Em um estudo desenvolvido por Caballero et al. (2014), o complexo 1 de
triazolopirimidinas coordenados a lantanidio apresentou ICsp menor que 10 pM em
promastigota de T. cruzi. JA em Méndez-Arriaga et al. (2017) o mesmo ligante (HtfpO) em sua
forma livre teve 1C5=11,2 uM em epimastigotas de T. cruzi.. De fato, diversos autores
argumentam que seus respectivos complexos costumam apresentar maiores efeitos quando
comparados aos ligantes livres. Santos e colaboradores (2012) observaram que complexos de
tiosemicarbazonas associados a paladio e platina apresentaram efeitos mais relevantes em T.
cruzi do que seus respectivos ligantes livres, com destaque para [Pd(HL1)(L1)]CI-CH3OH com
1C50=0,47 puM, PdCl2(HL1) com ICs0=1,6 pM e [Pd(HL2)(L2)]CI-H20 com ICs5=2,3 pM
(Santos et al., 2012). Dentre os compostos de platina, apenas [Pt(HL1)(L1)]CI-2CH30H teve
relevancia, com 1C5=8,7 uM (Santos et al., 2012). No trabalho de Paixdo e colaboradores
(2019), os ligantes phen e bipy (bipirimidinas) apresentaram respectivamente 1C50=208 uM e
IC50=100,5 uM, valores muito maiores aos observados aos seus complexos de phen e bipy
coordenados a cobre(1l). Nenhum dos valores de ICso aqui abordados superou os valores de
DLso observados no presente trabalho.

Também é importante ressaltar que os compostos phendione também se apresentam
mais efetivos do que os compostos aprovados em clinica, BZN e NFX. O valor de BZN costuma
apresentar uma variacdo consideravel de acordo com cada trabalho, havendo trabalhos que
apresentam 1Cs0=24,2 uM em epimastigotas (Méndez-Arriaga et al., 2017; Esteban-Parra et al.,
2019) 0 1C50=13 pM (Martins et al., 2012; Martins et al.,2016). Entretanto, o valor que mais
demonstrado nos trabalhos em questéo é em torno de 11 uM (Plutin et al., 2017; Fonseca et al.,
2019; Aragén-Muriel et al., 2021). Em Souza et al. (2023), BZN apresenta 1C50=30,3 UM contra
epimastigotas, 1Cso>3 UM contra tripomastigotas e 1Cs0=4,8 UM contra amastigotas. Em Paix&o
e colaboradores (2019) demonstraram que 0 BZN apresenta nos amastigotas 1Cso=7 UM, ja no
trabalho de Kordestani et al. (2020), o BZN apresenta 1C50=2,95 uM. Ja se tratando de NFX,
resultados da literatura apresentaram em epimastigotas 1Cso=7,7 UM (Santos et al., 2012) e

I1Cs50=3,68 UM (Scalese et al., 2021), além de 1Cs0=20,1 UM em tripomastigotas (Scalese et al.,
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2021). Nenhum dos valores de ICso dos farmacos aprovados se mostrou menor que os valores
de phendione contra os tripomastigotas, igualmente para os demais compostos da literatura,
coordenados ou ndo a cobre e prata.

Semelhantemente ao observado nos tripomastigotas de T. cruzi, também se observam
resultados de phendione com grande relevancia em outros parasitos € microrganismos no geral.
Estudos do nosso grupo de pesquisa mostram que Cu?*-phendione e Ag*-phendione possuem
impactos, por exemplo, na viabilidade de cepas de Pseudomonas aeruginosa, cuja media
geométrica dos MICs (concentra¢do minima inibitdria) de 50% e de 90% das cepas resistentes
ou ndo para Cu?*-phendione era de 7,76 pM e para Ag*-phendione era de 14,05 uM (Viganor
et al., 2016). Ja& com fungos patogénicos do complexo Candida spp., Cu?*-phendione e Ag*-
phendione apresentam resultados promissores em Candida albicans (MIC [cobre] = 1,3 uM;
MIC [prata] = 0,47 uM) (McCann et al., 2012) e em Candida haemulonii (MIC [cobre] = 9,65
UM; MIC [prata] = 2,16 uM) (Gandra et al., 2017). Entretanto, os resultados de phendione com
maior destaque se encontram contra protozoarios patogénicos. J& no trabalho de Santos e
colaboradores (2022) os promastigotas de L. braziliensis apresentaram 1Cso=0,5 uM para Cu?*-
phendione e 1C50=6,1 uM para Ag*-phendione. Por fim, os resultados de maior destaque entre
os tripanossomatideos se encontram em Santos (2019), onde Cu?*-phendione apresentou
1C50=0,00785 UM contra L. amazonensis e 1C5=0,020 uM contra L. chagasi. Por outro lado,
Ag*-phendione apresentou 1Cs0=0,00780 puM contra L. amazonensis e 1Cs0=0,024 uM contra
L. chagasi (Santos, 2019). Os dados com os demais parasitos reafirmam ainda mais os valores
de DLso observados em T. cruzi, uma vez que os resultados com menores valores foram
encontrados principalmente em Leishmania spp..

Ressalta-se ainda que, quando comparados a outros metalocompostos, phendione
também se mostra mais eficiente frente a outros patdégenos. Complexos de isotiocianato L-
argininato coordenados a cobre se mostraram ter MIC >15 uM em P. aeruginosa e C. albicans,
afetando geralmente bactérias gram negativas em valores de MIC préximos a 1 UM
(Wojciechowska et al., 2021). Complexos de Ag* associados a complexos de imidotiazolidina-
2-tiona tiveram seu efeito antimicrobiano determinado contra L. amazonensis e L. chagasi, onde
os menores valores de I1Csp foram observados em promastigotas de L. chagasi (1Cso = 3,22 pM
— 9,35 uM) e em amastigotas de L. amazonensis (ICso = 1,88 um — 10,92 uM) (Espuri et al.,
2019). Kordestani e colaboradores (2020) testaram diversos complexos de Ag* contra L.

infantum, onde 6 dos compostos obtiveram 1Cs50=8,11 UM, o composto Ag3 obteve I1C50=6,01
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MM e Ag7 foi o mais potente, com 1C5=2,38 pM. Nenhum dos resultados observados na
literatura obtiveram 1Cso menores que 0,1 M como foi observado no presente estudo.

Nao apenas os compostos de Cu?*-phendione e Ag*-phendione sdo muito efetivos contra
diversos patdgenos de relevancia clinica, como também podem néo ser citotoxicos para as
celulas nas concentrac@es utilizadas contra estes patdgenos. No presente trabalho, observou-se
que os compostos de phendione foram tolerados por modelos celulares LLC-MK> em
concentragdes bem maiores do que as testadas nos parasitos. Em McCann e colaboradores
(2012), foi obtido o valor de CCso em LLC-MK; para Cu?*-phendione (CCso=7 uM) e Ag*-
phendione (CCso=14,5 uM) no tempo de 24 h, enquanto o ICsp para conidios de
Pseudallescheria boydii eram de 0,1 uM (Cu?*-phendione) e 0,18 uM (Ag*-phendione).
Estudos com compostos isoméricos coordenados a cobre(l1) também demonstraram em celulas
LLC-MK: valores semelhantes, com CCs=35,64 UM para o composto A e CCs0=38,04 uM
para 0 composto B, ao passo que afetavam formas de Toxoplasma gondii em concentracOes de
1C50=0,78 UM e 1Cs50=3,57 UM, respectivamente (Portes et al., 2017). Apesar dos dados
apresentados aqui, até o presente trabalho ndo foram encontrados dados recentes relativos a
viabilidade de LLC-MK: frente a complexos de prata. Azevedo-Franca e colaboradores (2021)
avaliaram o CCso de compostos de zinco (1 e 3) em LLC-MK: ap6s 48 h, de forma que no
composto 1 0 CCsp=20 uM e no composto 2 0 CCso=15 pM, enquanto o ICsp para C. albicans
na mesma faixa de tempo foram de 0,06 uM (composto 1) e 0,03 uM (composto 3). Igualmente
se observou em Criptococcus neoformans, que em 24h apresentou 1Csg < 0,004 uM para ambos
0s compostos (Azevedo-Franga et al., 2021). Levando em consideracdo apenas o efeito na
viabilidade de LLC-MK?>, Babgi e colaboradores (2021) demonstraram que o complexo de
cobre [CuBr(PPhz)2(4,6-Dimethyl-2-Thiopyrimidine-«S] apresentava CCso maior que 100 pM
no modelo de LLC-MKGa. Isso coloca em voga a possibilidade de tais compostos ndo apenas
serem altamente letais para os patdgenos testados, como também permite inferir um nivel
consideravel de seguranca para seu uso. Contudo, vale ressaltar que 0s compostos se mostraram
relativamente mais toxicos que os demais observados na literatura no tempo de 72 h. Ainda
assim, o valor de Cu?*-phendione e Ag*-phendione nédo sdo prejudicados, uma vez que 0s
resultados afetando os parasitos ainda se mostram muito menores ainda no tempo de 24 h.

Ademais, também é possivel observar que complexos a base de phendione sdo pouco
toxicos de forma semelhante a outros compostos testados com diversos outros modelos
celulares. Em Souza e colaboradores (2023), os compostos de Cu?* e de Ag* coordenados a

BZN mostraram ser bem tolerados por HFF1 ap6s 72 h, onde os compostos 2 e 4 (Cu?*)
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obtiveram respectivamente, CCs0=9,6 UM e CCs0=11,4 uM em HFF1 e CCsp=12,6. Ja com 0s
compostos 1 e 3 (Ag™), os valores foram CCs0=28,6 UM em HFF1 e CCs0=27,3 uM em HFF1
(Souza et al., 2023). Compostos de isotiocianato coordenados a cobre(ll) se mostraram bem
tolerados por A549 durante 24 e 48 horas, onde o composto 1 apresentou CCso(24h)=123,3 uM
e CCs0(48h)=50,2 uM, enquanto o composto 2 apresentou CCso(24h)=74 uM e CCs0(48h)=49,8
UM (Wojciechowska et al., 2021). Em McCann et al. (2012), Cu?*-phendione e Ag*-phendione
também foram testados em diversos outros modelos celulares no periodo de 24h. Destaca-se
aqui os valores encontrados em A549 (Cu?*-phendione — CCs0=8,5 uM; Ag*-phendione —
CCs0=15,9 uM), RAW 264.7 (Cu?*-phendione — CCs0=6,3 uM; Ag*-phendione — CCso=15,9
UM) e MRC-5 (Cu?*-phendione — CCs0=7,9 uM; Ag*-phendione — CCs0=11,8 uM) (McCann
etal., 2012).

E possivel que os compostos de phendione associados a cobre e prata também possam
se mostrar menos toxicos que outros complexos baseados em ligantes semelhantes, mesmo
quando associados aos mesmos ions. Ng e colaboradores (2018) observaram o ICso de
compostos baseados em phen e associados a ions de cobre, ruténio e platina em linhagens
celulares renais e ovarianas. Tais dados demonstraram que ligantes contendo phen e 3,4,7,8-
tetrametil-1,10-fenantrolina (TMP) associados a ruténio(ll) foram bem tolerados em modelos
HK-2 (CCso=>60 pM). Em contrapartida, complexos de phen, TMP e 4,7-dipiridil-1,10-
fenantrolina (DIP) associados a cobre(ll) se mostraram mais toxicos que os de ruténio(ll),
apresentando CCsp entre 1,6 e 2,3 uM (Ng, Wu e Aldrich-Wright, 2018). J& nos compostos de
platina, praticamente nenhum conseguiu valores de 1Csq maiores dos que os valores de CCso
observados para Cu?*-phendione e Ag*-phendione nas mesmas linhagens. Em excecdo, o (inico
ICs0 que se destacou foi TMPRR em linhagem HK-2 (CCs0=25 uM em resazurina; CCso=>85
UM em sulforodamina B). Entretanto, todas os valores de ICso encontrados ja eram, por si s0,
considerados pouco tdxicos para as células, ficando na faixa entre 0,2 uM e 12,5 uM (Ng et al.,
2018). Contudo, em McCann et al. (2012) observou-se valores de CCso de Cu?*-phendione e
Ag*-phendione em HK-2 através da técnica de vermelho neutro, onde Cu?*-phendione
CCs0=0,5 uM e Ag*-phendione CCs0=0,8 uM. Em comparacdo, também se observou-se valores
distintos de CCso para as células LLC-MK:; através da mesma técnica, conforme ja discutido
anteriormente (Cu®*-phendione - CCso=7 uM; Ag*-phendione - CCso=14,5 pM) (McCann et
al., 2012). Uma vez que cada projeto tenha avaliado as células em técnicas distintas (inclusive
no presente trabalho), forma-se uma lacuna nos dados disponiveis para comparar quais

compostos se mostram melhor tolerados nas diferentes linhagens. Ainda assim, é pos sivel
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afirmar que os derivados de phen costumam ter concentracdes bem toleradas e séo bem maiores
que as observadas em T. cruzi.

Além da seguranca dos compostos de coordenacdo aqui testados, o presente trabalho
também demonstrou que no modelo LLC-MKg, a coordenacéo dos compostos de phendione a
Cu?* e Ag* passou a ser mais tolerado quando comparado ao ligante phendione livre no tempo
de 24 h. Curiosamente, alguns dados indicam o0 oposto uma vez que a complexacdo de alguns
ligantes a ions aumentou ndo somente seu efeito antimicrobiano, como também ampliou seu
efeito citotdxico. Em Paixdo e colaboradores (2019), por exemplo, o ligante livre phen
apresenta CCs0=386,4 UM ap6s 24h em modelo L929, mas alguns complexos de phen
associados a cobre se mostraram mais toxicos, como [Cu(2-MH)(phen)]?* com CCso=3 UM e
[Cu(4-MH)(phen)]?* com CCso=1,4 uM (Paixdo et al., 2019). Além disso, em McCann et al.
(2004) também se indica que phendione com os ions de Cu?* e Ag* aumentaram seu potencial
citotoxico, inclusive em modelo de LLC-MK: (Ligante phendione livre — CCs0=35,2 uM).
Contudo, os valores de CCso para Cu?*-phendione e Ag*-phendione em 72 h ja se aproxima
bem mais dos valores observados no trabalho em questéo.

Levando em consideracdo a grande diferenca entre os valores de DLsg obtidos nos
tripomastigotas e os valores de CCso obtidos nas células LLC-MK>, o presente trabalho
observou um indice de seletividade extremamente alto para os compostos Cu?*-phendione e
Ag*-phendione no periodo de 24 h. Em Paix&o e colaboradores (2017), mesmo 0s compostos
de cobre se mostrando altamente eficazes contra o parasito, o IS calculado para a diferenca entre
0 ICsp calculado para os amastigotas de T. cruzi e 0 CCsp calculado para L929 se mostrou
relativamente baixo. Neste caso, 0s maiores valores encontras foram para IS [Cu(2-
CH)(phen)]?* = 15,2 e IS [Cu(4-MH)(dmb)]?* = 12,9 (Paix&o et al., 2017).

Ja em Souza et al. (2023), os compostos de Ag-BZN afetaram fortemente o T. cruzi e
bem tolerados por HFF1, com 1S=124,4 para Ag-BZN (1) e I1S=78 para Ag-BZN (3) (Souza et
al., 2023). O IS de maior destaque encontrado foram os calculados para Ag-dmtp (2), onde a
diferenca entre 0 CCsxo das células J774.2 e 0 ICsg de Leishmania spp. resultaram um 1S >1000,
demonstrando uma enorme seletividade (Esteban-Parra et al., 2019). Mesmo com um IS tdo
grande, os compostos de phendione conseguiram mostrar seletividade ainda maior que 0s
melhores compostos da literatura (Tabela 2), apresentando IS (Cu?*-phendione) = 3044,4 e IS
(Ag*-phendione) = 1531,2. Tais valores indicam enorme seletividade destes compostos em
relacdo ao parasito e se mostram extremamente promissores, uma vez que na literatura o valor

de IS para que o composto seja minimamente relevante é 10 (Sieveking et al., 2014).
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Tabela 2: Comparativo entre os indices de seletividade (I1S) de Cu?*-phendione e Ag*-phendione e dos demais

compostos de coordenacio observados na literatura. E levado em consideragio o modelo celular, o0 CCso (LM)

obtido em cada modelo e o microrganismo utilizado no calculo do IS (tabela do autor).

Compostos IS Modelo Patdgeno Referéncia Bibliografica
(LM)
Cu?*-phendione 3044.4 LLC-MK2 57599  T.cruzi(tripo) -
Ag*-phendione 1531.2 LLC-MKz 23566  T.cruzi(tripo) -
Ag-BZN (1) 1244 HFF1 28,6 T. cruzi (ama) Souza et al., 2023
Ag-BZN (3) 78 HFF1 27,3 T. cruzi (ama) Souza et al., 2023
Ag-dmtp (1) >101,5 Vero 101,5 T. cruzi (epi) Esteban-Parra et al., 2019
Ag-dmtp (2) >293,8 Vero 293,8 T. cruzi (epi) Esteban-Parra et al., 2019
Ag-dmtp (3) >223,9 Vero 223,9 T. cruzi (epi) Esteban-Parra et al., 2019
[CuCly(phen)(LEV)] 19 CM ~30,4 T. cruzi (tripo) Martins et al., 2012
[Cu(2—CH)(phen)]?* 15,2 L929 91 T. cruzi (ama) Paixdo et al., 2019
NFX 49,6 Vero 998,5 T. cruzi (tripo) Scalese et al., 2021
BZN 22,01 RAW 264.7 123,5 T. cruzi (ama) Oliveira et al., 2022
[Ni(L2)(dppe)].BF4 (1) 23,53 RAW 264.7 35,53 T. cruzi (ama) Oliveira et al., 2022
[VVY O(IN-2H)(L2-H)] 109 Vero 31,54 T. cruzi (tripo) Scalese et al., 2021
Ag-dmtp (1) >60,2 J774.1 60,2 Leishmania spp. Esteban-Parra et al., 2019
Ag-dmtp (2) >1000 J774.1 >1000  Leishmania spp. Esteban-Parra et al., 2019
Ag-dmtp (3) >59,1 J774.1 59,1 Leishmania spp. Esteban-Parra et al., 2019
Cu?* complexo 1 45,69 LLC-MK; 35,64 T. gondii Portes et al., 2017
Cu?* complexo 2 10,65 LLC-MK; 38,04 T. gondii Portes et al., 2017
Zn(KT2), (1) 160 LLC-MK; 20 C. albicans Azevedo-Franca et al., 2021
Zn(KT2), (3) 120 LLC-MK; 15 C. albicans Azevedo-Franca et al., 2021
Zn(KTZ), (1) 666,7 LLC-MK; 20 C. neoformans  Azevedo-Franca et al., 2021
Zn(KT2), (3) 500 LLC-MK; 15 C. neoformans  Azevedo-Franca et al., 2021
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Diante dos dados apresentados aqui, fica destacado a potente acdo que 0s complexos
Cu?*-phendione e Ag*-phendione exercem contra o T. cruzi, afetando amplamente a populagéo
de celulas a partir de concentracdes extremamente baixas quando comparadas aos demais
exemplares com efeito similar. Frente a estes dados, € imprescindivel no futuro prosseguir com
ensaios que verifiquem possiveis mecanismos de a¢do dos compostos nos tripomastigotas. No
trabalho de Lima e colaboradores (2021), Cu?*-phendione e Ag*-phendione se mostraram
capazes de afetar a atividade de metalopeptidases de L. braziliensis. Em Galdino et al. (2022),
observou-se que principalmente Cu?*-phendione foi capaz de se intercalar entre a dupla fita de
DNA de Pseudomonas aeruginosa, além de levar ao relaxamento da dupla fita via
topoisomerase | e promover dano oxidativo ao DNA. Santos (2019) demonstra que ambos 0s
compostos sdo capazes de afetar as mitocondrias de L. amazonensis e L. chagasi, impactando
0 metabolismo mitocondrial, debilitando o potencial de membrana mitocondrial e induzindo a
producdo de ROS.

Adicionalmente, também € interessante se considerar possiveis estratégias de
combinagdo dos compostos de coordenacao deste trabalhno com BZN a fim de se buscar uma
eficacia ainda maior engquanto tornam os compostos ainda mais seguros. Ademais, também é
interessante avaliar a capacidade que os compostos possuem de afetar a viabilidade das formas
amastigotas intracelulares, vide a grande relevancia que esta forma possui no desenvolvimento
das fases clinicas da doenca. Por fim, Cu?*-phendione e Ag*-phendione também se mostraram
capazes de serem bem tolerados in vitro pelas células LLC-MK2 nos tempos de 24h e 72h. Esse
carater de baixa citotoxicidade destaca bastante a grande seletividade que tais compostos
possuem entre 0s parasitos e as linhagens celulares, tornando necessario no futuro novas

investigacOes acerca da eficacia e tolerancia destes complexos em modelos in vivo.
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7. CONCLUSOES

Os compostos Cu?*-phendione e Ag*-phendione afetaram fortemente a viabilidade da

populacdo de tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi de forma dose dependente.

Os compostos Cu?*-phendione e Ag*-phendione se mostraram pouco citotoxicos para
as células LLC-MKG3 nos periodos de 24 he 72 h.

Os compostos Cu?*-phendione e Ag*-phendione apresentaram indices de seletividade
extremamente altos, afetando drasticamente a populacdo de tripomastigotas sem
oferecer risco para as células LLC-MKGa.

Os compostos Cu?*-phendione e Ag*-phendione possuem um grande potencial como

candidatos a novos quimioterapicos e futuramente precisam ser melhor investigados.
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