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Introducio

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, permanece como
uma doencga tropical negligenciada e um importante problema de satde publica mundial,
acometendo aproximadamente 7 milhdes de pessoas e sendo responsavel por cerca de 50 mil
mortes anuais (WHO, 2022). Inicialmente restrita a América Latina, a doenga adquiriu
dimensdo global em decorréncia dos fluxos migratorios, representando atualmente um
importante desafio sanitdrio também em paises ndo endémicos (CONNERS et al., 2016;
LIDANI et al., 2019; ANTINORI et al., 2017). Além do elevado impacto social, a doenca
gera um O6nus econdmico superior a US$ 7,2 bilhdes por ano, principalmente em decorréncia
das complicagdes cardiacas e dos custos relacionados ao tratamento de pacientes em estagios
avangados da infecgdo (CONNERS et al., 2016; LIDANI et al., 2019).

A evolucdo clinica da doengca compreende uma fase aguda, geralmente
oligossintomatica, seguida por uma fase cronica, na qual cerca de 30-40% dos individuos
desenvolvem a forma cardiaca, considerada a manifestagdo clinica mais frequente e grave da
doenca. A cardiomiopatia chagasica cronica caracteriza-se por inflamagao persistente, estresse
oxidativo, remodelamento cardiaco, arritmias, insuficiéncia cardiaca e morte subita,
constituindo a principal causa de morbimortalidade associada a infec¢do por 7. cruzi (RASSI
et al., 2017; CALDAS et al., 2019; CHAO et al., 2020). Embora o diagnéstico precoce € o
tratamento sejam fundamentais para reduzir a progressdo da doenga, a terapia etiologica
permanece limitada ao benznidazol e ao nifurtimox, farmacos associados a elevada
toxicidade, baixa eficidcia na fase cronica e resposta variavel entre diferentes cepas do
parasito, evidenciando a necessidade urgente do desenvolvimento de alternativas terapéuticas
mais seguras e eficazes (ALVAREZ-HERNANDEZ et al.,, 2021; CALDAS et al., 2019;
ZUMA; SOUZA, 2021).

Nesse contexto, compostos nitroimidazolicos apresentam reconhecidas propriedades
antiparasitarias e imunomoduladoras (Kapoor et al., 2003), enquanto o eugenol possui
atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e antiparasitdria amplamente
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descritas (KOTHARI et al.,, 2004). A estratégia de hibridagﬁoﬂ molecular dessas duas
plataformas quimicas representa uma abordagem promissora para a obten¢do de candidatos
com multiplos mecanismos de agdo, capazes de potencializar a atividade antiparasitaria e
reduzir o dano tecidual associado a infec¢ao. Assim, foram sintetizados dois novos hibridos
moleculares derivados de metronidazol e eugenol (AD06 e AD07), com o objetivo de avaliar
sua atividade antiparasitaria, seus efeitos sobre o estresse oxidativo e a inflamacao, bem como
seu potencial cardioprotetor em modelos in vitro e in vivo de infeccdo experimental por T.

cruzi.

Material e Métodos

Os hibridos moleculares AD06 e ADO07, derivados de metronidazol-eugenol e
metronidazol-diidroeugenol, respectivamente, foram sintetizados conforme protocolo
previamente descrito por Pelozo et al. (2021) e caracterizados por espectroscopia no
infravermelho (IV) e espectrometria de RMN de 'H ¢ "*C. O benznidazol foi utilizado como
farmaco de referéncia. Nos ensaios in vitro, empregou-se a cepa Y (DTU II) de T. cruzi,
parcialmente resistente ao benznidazol (Diniz et al., 2018), e cardiomidcitos H9c2 cultivados
em DMEM suplementado, conforme descrito por Tardieux et al. (1992), Petersen e Burleigh
(2003) e Gongalves-Santos et al. (2019).

A citotoxicidade dos hibridos em cardiomiocitos e a atividade antiparasitaria sobre
formas epimastigotas e tripomastigotas foram determinadas por ensaios de viabilidade celular
utilizando resazurina ou contagem em camara de Neubauer, permitindo o calculo dos valores
de CCso e ICso (BRANCAGLION et al., 2018; GONCALVES-SANTOS et al., 2019;
MAZZETI et al.,, 2019). O efeito sobre o parasitismo intracelular foi avaliado em
cardiomiocitos infectados, utilizando o indice endocitico apds coloracdo por Giemsa
(SOUZA-SILVA et al., 2020). A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
superoxido mitocondrial e peroxido de hidrogénio foi quantificada por fluorimetria e
espectrofotometria utilizando kits comerciais. A atividade da enzima tripanotiona redutase foi
determinada por método colorimétrico descrito por van den Bogaart et al. (2014), enquanto a
troponina I cardiaca foi quantificada por ELISA como marcador de dano microestrutural
(BONNEY et al., 2013).

Nos ensaios in vivo, camundongos Swiss fémeas foram infectados com 5 x 103
tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi e tratados durante sete dias com benznidazol, AD06 ou
ADO7 (100 mg/kg), conforme Filardi e Brener (1987). A parasitemia foi monitorada
diariamente pelo método de Brener (1962), sendo determinados o pico, a parasitemia média e
a area sob a curva (NOVAES et al.,, 2017). Ao final do experimento, foram avaliados
marcadores plasmaticos de hepatotoxicidade (AST e ALT), niveis de IgG anti-7. cruzi por
ELISA (Voller et al., 1976; Vilas-Boas et al., 2022) e alteragdes histopatologicas cardiacas
por coloragdo em hematoxilina-eosina (SEQUETTO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2017;
NOVAES et al., 2018). Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (Protocolo n® 59/2017). Os dados foram expressos como média =+
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desvio-padrao e analisados quanto a normahdade pelo teste mde D‘Agostm _Pearson.
Comparagdes entre grupos foram realizadas por ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis,
seguidos dos testes pos-hoc apropriados, adotando-se p < 0,05.

Resultados e Discussiao

Os hibridos AD06 e ADOQ7 apresentaram atividade antiparasitaria frente as formas
epimastigota e tripomastigota de 7. cruzi, exibindo maior poténcia que o metronidazol e
citotoxicidade significativamente inferior ao benznidazol em cardiomidcitos H9¢c2. Os dois
hibridos apresentaram menores valores de ICso para ambas as formas parasitarias e maiores
indices de seletividade, indicando que a estratégia de hibridagao molecular entre metronidazol
e derivados do eugenol potencializou a atividade tripanocida sem comprometer a seguranca
celular, conforme demonstrado na tabela 1. Esses resultados corroboram estudos que
demonstram que a associagdo de diferentes farmacoforos em uma mesma molécula pode

resultar em compostos com maior eficécia biologica e melhor perfil farmacolégico (PELOZO
etal., 2021).

Tabela 1. Potencial antiparasitario, citotoxico e seletivo de hibridos de metronidazol em comparagéo
ao benznidazol sobre Trypanosoma cruzi e cardiomiocitos in vitro.

ICs ICsp CCs SI SI

Epi.(ng/mL) Tryp.(ug/mL) (ng/mL) Epi. Tryp.
Benznidazole 5.06+0.08 1.34+0.01 =200 39.50 149.00
Metronidazole 32.81+1.33 30.83+£542 133.95+10.25 4.08 4.34
Eugenol 10.20+3.07 4503 +434 4132+1271 4.05 0.91
Dihydroeugenol  3.32+0.73 1.95+0.18 14.19+9.40 4.27 7.27
ADO6 11.58+0.57 257+034 14990 + 18.70 12.94 58:13
ADO7 949+ 0.55 2.66+£0.07 108.87 + 8.77 11.47 40.92

ADO06: Hibrido de metronidazol conjugado ao eugenol e nitrado na posi¢ao meta em relagdo ao grupo hidroxila.
ADO07: Hibrido de metronidazol conjugado ao di-hidroeugenol e nitrado na posi¢ao orto em relagéo ao grupo
hidroxila.

ICso: concentragdo inibitoria média capaz de inibir 50% das diferentes formas parasitarias.

CCso: concentragdo citotoxica média capaz de reduzir em 50% a viabilidade de cardiomio6citos H9c2.

IS: indice de seletividade.

Epi: epimastigotas.

Tryp: tripomastigotas.

Os valores de ICso e CCso sdo apresentados como média + desvio-padrao.

A avaliacdo do parasitismo intracelular revelou que ambos os hibridos reduziram
significativamente a infec¢do de cardiomiodcitos H9¢c2 por 7. cruzi de maneira concentragdo-
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R =
dependente (Fig. 1). O AD0O7 promoveu as maiores redugdes no numero de células infectadas,
na quantidade de amastigotas intracelulares e, conseqiientemente, no indice endocitico,
alcangando efeito semelhante ao observado com o benznidazol nas maiores concentragdes
testadas. A diminui¢@o da carga parasitdria intracelular ¢ particularmente relevante, uma vez
que a permanéncia do parasito nos tecidos constitui um dos principais fatores associados a
manutengdo da resposta inflamatoria e a progressao da cardiomiopatia chagasica cronica
(BONNEY; ENGMAN, 2008).
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A infeccao por 7. cruzi promoveu intenso aumento na producao de espécies reativas
de oxigénio (ERO), superoxido mitocondrial e peroxido de hidrogénio em cardiomidcitos
infectados. O tratamento com ADO7 reduziu significativamente esses marcadores oxidativos
em todas as concentragdes avaliadas, apresentando desempenho semelhante ao benznidazol,
enquanto ADO06 exerceu efeito antioxidante mais discreto, restrito as maiores concentragdes
(Fig. 2). A reducao das ERO provavelmente decorre da menor carga parasitaria intracelular
associada ao conhecido potencial antioxidante dos derivados fenolicos do eugenol, capazes de
sequestrar radicais livres e limitar danos oxidativos celulares (KORKMAZ et al., 2021;
KOTHARI et al., 2010). Esses achados sdo particularmente relevantes, considerando que o
estresse oxidativo desempenha papel central na disfuncdo mitocondrial, morte celular e
remodelamento cardiaco observados durante a doenca de Chagas (WEN et al., 2018;
DHIMAN; GARG, 2011).
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Figura 2. Produgdo total de espécies reativas de oxigénio (EROs - A),
superdxido mitocondrial (B) e perdxido de hidrogénio (C) em cardiomidcitos
H9c2 desafiados com T. cruzi e tratados com novos hibridos a base de
metronidazol/eugenol (AD06 e AD07) e com benznidazol (Bz). Grupos: UUC
= cardiomidcitos nao infectados e ndo tratados; INF = cardiomidcitos ndo
tratados e desafiados com T. cruzi; AD06 ¢ AD0O7 = cardiomidcitos tratados
com ADO06 ¢ ADO7 nas concentragdes de 100%, 50% e 25% da ICs, para T.
cruzi ¢ desafiados com esse parasita. Os dados sdo expressos como média e
aooo % desvio-padrdo. Diferenga estatistica (P < 0,05) entre os diferentes farmacos
em comparagdo com: * UUC e INF; & INF; # UUC; 1 Bz 1,34 / 0,67, AD06
[ 2,57/1,28 e AD07 2,66/ 1,33; £ Bz 1,34, AD06 2,57 e ADO7 2,66.
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Além da modulacio do ambiente oxidativo da célula hospedeira, os hibridos
interferiram diretamente na homeostase redox do parasito. Tanto AD06 quanto ADO7
reduziram significativamente a atividade da tripanotiona redutase, sendo o efeito mais
pronunciado para AD07, enquanto o benznidazol ndo promoveu inibi¢cdo significativa dessa
enzima (Fig. 3). A tripanotiona redutase constitui um alvo farmacologico altamente atrativo
por ser essencial para a manutencdo do sistema antioxidante exclusivo dos
tripanossomatideos, protegendo o parasito contra espécies reativas produzidas durante a
infeccdo. Dessa forma, sua inibi¢do aumenta a susceptibilidade do 7. cruzi ao estresse
oxidativo e potencializa a atividade tripanocida (FAIRLAMB; CERAMI, 1992; KRAUTH-
SIEGEL; COMINI, 2008). Esses resultados sugerem que os hibridos atuam por mecanismo
complementar ao do benznidazol, ampliando as possibilidades para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas.



Figura 3. Atividade da tripanotiona redutase em 7. cruzi (A) e
capacidade antioxidante total em cardiomidcitos H9c2 desafiados
com T. cruzi (B) tratados com novos hibridos a base de
metronidazol/eugenol (AD06 e AD07) e benznidazol (Bz). Grupos:
UT = parasitos ndo tratados; UUC = cardiomidcitos ndo infectados
e ndo tratados; INF = cardiomidcitos ndo tratados desafiados com
T. cruzi; AD06 ¢ AD0O7 = AD06 ¢ AD0O7 administrados a 100%,
50% e 25% da CI50 calculada para T. cruzi. Os dados sdo
expressos como média e desvio-padrio. Diferencga estatistica (P <
0,05) entre os diferentes farmacos em comparagdo com *UT, UUC
¢ INF; § Bz 1,34, AD06 2,57 ¢ AD07 2,66; ¥ Bz 1,34 / 0,67, AD06
2,57/ 1,28 e ADO7 2,66 / 1,33; & INF; # UUC.
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cardiomiocitos durante a fase aguda da infeccdo chagasica (Bonney et al.,

O dano microestrutural aos cardiomiocitos foi avaliado pela quantificagdo de
troponina [ cardiaca (cTnl), biomarcador amplamente empregado para detectar lesdao
miocardica. A infeccdo por 7. cruzi elevou significativamente os niveis de cTnl no
sobrenadante das culturas celulares, enquanto o tratamento com ADOQ7 promoveu redugdo
significativa desse marcador em todas as concentracdes avaliadas, apresentando efeito
comparavel ao benznidazol. O AD06 também reduziu a liberagdo de cTnl, porém de forma
menos intensa (Fig. 4). Considerando que o aumento de troponina I esta associado a lesdao de

2013), esses

resultados reforcam que o ADO7 exerce importante efeito cardioprotetor, provavelmente
decorrente da combinagdo entre sua atividade antiparasitaria e a reducao do estresse oxidativo
induzido pela infecgao.
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Figura 4. Niveis de troponina I cardiaca em cardiomidcitos
H9c2 desafiados com 7. cruzi e tratados com novos hibridos a
base de metronidazol/eugenol (AD06 ¢ ADO7) e benzonidazol
(Bz). Grupos: UUC = cardiomidcitos ndo infectados e ndo
tratados; INF = cardiomidcitos ndo tratados e desafiados com T.
cruzi; AD06 ¢ AD07 = cardiomidcitos tratados com ADO6 e
ADO7 nas concentragdes de 100%, 50% e 25% da CIS0 para T.
cruzi ¢ desafiados com esse parasita. Os dados sdo expressos
como média e desvio-padrao. Diferenca estatistica (P < 0,05)
entre os diferentes farmacos em comparagdo com *UUC e INF;
# UUC; ¥ Bz 1,34 /0,67, AD06 2,57 / 1,28 e AD07 2,66 / 1,33;
1 Bz 1,34, AD06 2,57 e ADO7 2,66.
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Nos ensaios in vivo, todos os animais infectados desenvolveram parasitemia,
confirmando o estabelecimento da infec¢do experimental. Entretanto, o tratamento com ADO07
reduziu significativamente o pico de parasitemia, a parasitemia média e a area sob a curva
parasitémica, apresentando efeito semelhante ao benznidazol, enquanto AD06 promoveu
resposta mais discreta (Fig. 5). A menor carga parasitaria observada com ADO7 confirma os
resultados in vitro, demonstrando que sua atividade tripanocida ¢ mantida em um sistema
biologico complexo e sugerindo adequada biodisponibilidade do composto (FILARDI;
BRENER, 1987; NOVAES et al.,, 2017). Além disso, nenhum tratamento promoveu
mortalidade, indicando boa tolerabilidade.

Figura 5. Curva de parasitemia obtida de camundongos
infectados por T.cruzi e tratados com novos hibridos a base
de metronidazol/eugenol (AD06 ¢ AD07) e com benznidazol
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linhas representam a variagdo da parasitemia sanguinea
média observada em todos os grupos experimentais durante o
periodo do experimento. O tratamento foi administrado
diariamente por via oral durante sete dias consecutivos (5 a
11). Seta: confirmag@o da infecgdo e inicio do tratamento (dia
5). Elipse pontilhada: ultimo dia de tratamento (dia 11).
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A avaliacdo da seguranga demonstrou que ADO06 e ADO7 ndo induziram
hepatotoxicidade. Os niveis plasmaticos de AST e ALT permaneceram semelhantes aos
observados nos animais tratados com benznidazol, indicando auséncia de dano hepatico
adicional (Fig. 6). Esse achado ¢ particularmente relevante, considerando que a toxicidade
sist€émica constitui uma das principais limitagdes da terapéutica atualmente disponivel para a
doenca de Chagas (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; ZUMA; SOUZA, 2021). A analise
da resposta humoral revelou aumento de IgG total e das subclasses IgG1, IgG2a e IgG2b em
todos os grupos infectados, sem diferencas entre animais tratados e ndo tratados. Esses
resultados indicam que os hibridos preservaram a resposta imune especifica contra 7. cruzi,
sugerindo que a reducdo da parasitemia decorreu da acdo antiparasitaria direta dos compostos,
e nao de imunossupressdao (VOLLER et al., 1976; VILAS-BOAS et al., 2022).
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Figura 6. fndice hepatossomatico e niveis plasmaticos de enzimas indicadoras de fungdo hepédtica em camundongos
controle ndo infectados e infectados por 7. cruzi, tratados com novos hibridos a base de metronidazol/eugenol (AD06 e
ADO07) e com benznidazol (Bz). UUC: Controle ndo infectado e ndo tratado (n=10); INF: Infectado e ndo tratado (n=8);
Bz: Infectado e tratado com 100 mg/kg de benznidazol (n=8); AD06: Infectado e tratado com 100 mg/kg de AD06 (n=8);
ADO7: Infectado e tratado com 100 mg/kg de ADO07 (n=8). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase. a, b, ¢: Grupos marcados com letras diferentes apresentam diferenca estatistica (P<0,05), e grupos que
compartilham alguma letra ndo apresentam diferenca estatistica (P>0,05), segundo a anélise de variancia de Kruskal-
Wallis por postos (One Way Analysis of Variance on Ranks) seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

A andlise histopatologica confirmou intenso infiltrado inflamatério cardiaco nos
animais infectados (Fig. 7). O tratamento com ADO07 reduziu significativamente a miocardite,
preservou a arquitetura das fibras musculares e diminuiu a carga parasitaria cardiaca,
apresentando efeito semelhante ao benznidazol e superior ao ADO06. Esses resultados
reforcam que a reducdo do parasitismo contribui diretamente para a menor resposta
inflamatoéria tecidual, uma vez que a persisténcia do parasito constitui um dos principais
estimulos para a progressao da cardiomiopatia chagasica (RASSI et al., 2017). Além disso, as
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias do fragmento derivado do eugenol
provavelmente contribuiram para a preservacao do tecido cardiaco (WEN et al., 2018).
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Figura 7. Imagens microscopicas e celularidade intersticial (grafico) do coracdo de camundongos ndo infectados e infectados
pelo T. cruzi, tratados com novos hibridos a base de metronidazol/eugenol (AD06 e ADO7) e com benznidazol (Bz).
(Microscopia de campo claro, coloragdo por hematoxilina e eosina, barra de escala = 50 pm). UN: ndo detectavel. UUC:
Controle nao infectado e ndo tratado (n=10); INF: infectado e ndo tratado (n=8); Bz: infectado tratado com 100 mg/kg de
benznidazol (n=8); ADO06: infectado tratado com 100 mg/kg de AD06 (n=8); AD07: infectado tratado com 100 mg/kg de AD0O7
(n=8). Imagens microscopicas: Asterisco = cardiomidcitos, ponta de seta = ninhos de amastigotas, seta = vasos sanguineos,
estrela = infiltrado inflamatorio. No grafico, os dados sdo expressos como média e erro padrdo. a, b, ¢ Grupos marcados com
letras diferentes apresentam diferenca estatistica (P<0,05), e grupos marcados com alguma letra em comum ndo apresentam
diferenca estatistica (P>0,05) segundo a Analise de Variancia de Postos de Kruskal-Wallis de via tinica seguida pelo teste post-
hoc de Tukey.

Conclusoes

Os resultados obtidos demonstram que a combinagdo entre reposicionamento de
farmacos e hibridagdo molecular constituiu uma estratégia eficaz para o desenvolvimento de
novos candidatos terapéuticos contra Trypanosoma cruzi. Os hibridos metronidazol-eugenol
apresentaram atividade tripanocida, baixa citotoxicidade e elevada seletividade, destacando-se
o ADO7 por reduzir o parasitismo, o estresse oxidativo e o dano aos cardiomiocitos, além de
inibir a tripanotiona redutase, reduzir a parasitemia e atenuar a miocardite experimental sem
evidéncias de hepatotoxicidade. Em conjunto, os achados indicam que o ADO7 reune
caracteristicas farmacologicas promissoras para o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas mais seguras ¢ eficazes para a doenca de Chagas. Embora parte de seu efeito
cardioprotetor possa ser atribuida a redu¢do da carga parasitaria, a possivel contribuicdo de
mecanismos anti-inflamatérios diretos deve ser investigada em estudos futuros, visando
ampliar a compreensao de seu potencial terapéutico.
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