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1. INTRODUCAO

As Infeccbes Sexualmente Transmissiveis (ISTs) causam um impacto
significativo na saude humana a curto e longo prazo (TORRONE et al., 2021). A
tricomoniase, causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis, € considerada a
IST néo viral, de maior prevaléncia mundial, com uma incidéncia de 156 milhdes de
casos (ROWLEY, 2019).

Esse parasito acomete o sistema génito-urinario de homens e mulheres.
Geralmente a infeccdo apresenta-se de forma assintomatica na maioria dos casos,
entretanto podem ser sintomaticos. Em mulheres, os sintomas se manifestam por
corrimento vaginal, disuria, dor abdominal e prurido. Os homens geralmente sao
assintomaticos, mas podem apresentar sintomas que incluem o surgimento de
corrimento peniano, uretrite, distria e prostatite (VAN GERWEN et al., 2021).
Atualmente, os medicamentos usados para tratar a infeccdo, s&o o0s
5nitroimidazois, porém a taxa de resisténcia a medicamentos varia entre 11% e
28%, 0 que representa um problema em constante crescimento (MTSHALI et al.,
2022). Acredita-se que a capacidade da resisténcia ao metronidazol (MTZ) esta
relacionada com o genoma do parasito (GRAVES et al., 2023).

Os benzofuroxanos (BZX) s&@o heterociclos de oxigénio importantes por
possuirem compostos bioativos sintéticos e naturais (KHANAM; SHAMSUZZAMAN
2015), sendo assim, utilizados como base construtora para diversos medicamentos
com propriedades farmacoldgicas, incluindo antiparasitaria (THEVENIN et al.,
2013), oxidantes (KARATAS et al., 2006) e antioxidantes (CHAND et al., 2017).
Atualmente, é significativamente importante a busca de novos compostos bioativos
tanto na inddstria agroquimica quanto na farmacéutica, onde mais de 60% dos
principais medicamentos disponiveis no mercado possuem pelo menos um nucleo
heterociclico como parte integrante da estrutura geral do composto (MCGRATH,;
BRICHACEK; NJARDARSON, 2010; KHANAM; SHAMSUZZAMAN, 2015).

Aléem disso, a propagacdo da resisténcia parasitaria e variacdes na
suscetibilidade medicamentosa do parasito, devido aos diversos problemas
relacionados a eficacia do tratamento e a cura da enfermidade se faz necessério
desenvolver e testar novas substancias (CERECETTO, GONZALEZ, 2007). Este
estudo tem como objetivo, avaliar a atividade antiparasitaria e antioxidante/oxidante
através das técnicas de Ensaio de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), Ensaio
de Neutralizagdo do Radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e Ensaio de
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS) de compostos derivados
benzofuroxanos N-Oxidos denominados EH1, EH2, EH3 assim como a atividade
antioxidante/oxidante em T. vaginalis.
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2. METODOLOGIA

Os compostos utilizados nesta pesquisa foram sintetizados no laboratério
LabSelen-NanoBio, localizado na Universidade Federal de Santa Maria. Eles séo
denominados de acordo com a nomenclatura IUPAC (DE GIACOMETI et al., 2023).
Abaixo, estdo listados 0s compostos juntamente com suas respectivas
nomenclaturas:

Composto EH1:

"N-Oxido de 6-(2-(3-(4-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-carbonil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol"
Composto EHZ2:

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

Composto EH3:

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

O protozoario T. vaginalis (ATCC 30236, sensivel ao MTZ) foi cultivado em
meio TYM (pH 6,0) com estreptomicina (5 mg/mL) e 10% de soro bovino inativado,
incubado a 37 °C em condi¢cBes aerobicas. A viabilidade (>95%) foi confirmada por
exclusédo com azul de tripano (0,4%).

Para o ensaio in vitro com T. vaginalis (2%10° trofozoitos/mL) em placas de
96 pocos, incubado com compostos EH1, EH2, EH3 em diferentes concentracées
(25 pM, 55 uM, 65 uM, 75 uM,100 uM), diluidos com dimetilsulféxido (DMSO) a
0,6% e os grupos controles, com DMSO, controle negativo com meio de cultivo com
0 parasito e o controle positivo com metronidazol MTZ (100 uM) por 24h a 37 °C e
5% CO,. A viabilidade foi avaliada por azul de tripano (0,4%) em camara de
Neubauer e o ICs, calculada no GraphPad Prism 8.0.1.

Para o ensaio de atividade antioxidadente/oxidante foi realizado o ROS em
T. vaginalis (2x10¢ trofozoitos) tratado com EH1, EH2, EH3 (55 pM, 75 uM e 100
uM) e avaliados por 24 h, 48 h, 72 h e 96 h (55 uM também em 5 h) juntamente
com 0s grupos controles. Apoés incubacgédo, adicionou-se DCF-DA (10 pM) por 1h
a 37 °C. Posteriormente, as amostras foram transferidas para um tampéao Tris-HCI
com pH 7,4 a uma concentracdo de 10 mM, seguido de leitura da fluorescéncia
(excitacdo/emissao 480/520nm). Os niveis de ROS foram quantificados em termos
de unidades arbitarias de fluorescéncia e os resultados foram expressos em
unidades arbitrarias de fluorescéncia.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo ensaio com o radical estavel
(DPPH), baseado em reacéo de transferéncia de elétron tnico e remogé&o de atomo
de hidrogénio. Os compostos (55 pM, 75 uM e 100 pM) foram incubados em
solucédo etandlica de DPPH (50 pL), mantidos no escuro por 30 minutos, e a
absorbancia foi registrada a 517 nm. Utilizou-se como controle positivo o acido
ascorbico e Trolox (100 uM), como controle negativo a solu¢cdo de DPPH com agua
destilada e como controle veiculo o DMSO 0,6%. Os resultados foram expressos
como porcentagem de neutralizacdo do radical em comparagdo com o controle
negativo (CHOI et al., 2002).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio in vitro, os compostos EH1, EH2 e EH3 apresentaram atividade
tricomonicida, inibindo 100% dos trofozoitos a 100 uM. Nas concentracdes
menores, EH2 e EH3 mantiveram 100% de inibicdo a 55 pM e 75 yM. EH1 teve
desempenho inferior nessa concentracdo, mas ainda inibiu mais de 90% a 75 yM.
Controles negativo e DMSO néo afetaram os trofozoitos, enquanto MTZ, controle
positivo, inibiu completamente os trofozoitos (100%). A eficacia de compostos
benzofuroxanos confirma o potencial antiprotozoario, como relatado em outros
estudos realizados com Trypanosoma cruzi (PETRY et al., 2021).

A avaliagdo da atividade oxidante e antioxidante reforca o carater dual dos
benzofuroxanos, que podem tanto gerar estresse oxidativo para danificar o parasito
quanto neutralizar radicais livres, um aspecto importante para seu potencial
terapéutico e toxicidade controlada (CHAND et al., 2017; CHUGUNOVA et al.,
2023). No ensaio ROS, os compostos induziram a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) em diferentes tempos e concentracdes, com excecao de 55 yM
aos 5h, onde ndo houve diferenca. No composto, EH1 foi observado um aumento
a partir de 72h, EH2 e EH3 apds 96h. O mecanismo provavelmente envolve a
interacdo com a membrana celular e a liberacéo de espécies reativas (RNS e ROS),
como observado em estudos prévios (GUTIERREZ et al., 2009). Os ensaios
TBARS indicaram que EH1l, EH2 e EH3 causaram danos significativos a
integridade da membrana lipidica do parasito. A peroxidacdo pode estar
relacionada ao desequilibrio oxidativo provocado pela geracdo de ROS, que foi
demonstrada nos ensaios, reforcando que o estresse oxidativo € um possivel
mecanismo da atividade antiparasitaria (GROTTO et al., 2009).

O estresse oxidativo causa danos celulares ao parasito, como por exemplo, a
peroxidacdo lipidica da membrana (TBARS). Também a auséncia de glutationa e
catalase relatada em T. vaginalis limitando a formacéo de espécies reativas de
oxigénio, o que favorece o dano oxidativo provocado pelos compostos (MAYER et
al., 2009).

Neste estudo, foi observado no ensaio de neutralizacao do radical (DPPH), apenas
0 composto EH3 apresentou atividade antioxidante consistente, neutralizando o
radical de forma dose-dependente em todas as concentracfes testadas (55, 75 e
100 puM). O composto EH1 apresentou atividade apenas em 100 uM. J4 o EH2
ndo demonstrou capacidade de neutralizacdo em nenhuma das concentracdes,
nao exibindo potencial antioxidante frente ao radical (DPPH).

4. CONCLUSOES

Concluimos que os compostos BZX (EH1, EH2 e EH3) apresentam atividade
antiparasitaria in vitro contra T. vaginalis nas diferentes concentracdes testadas.
Sugere-se que 0s possiveis mecanismos de acdo estejam relacionados a
alteracdes de membrana dos trofozoitos, com a geragdo de reativas de oxigénio,
0 que pode ter influenciado na morte do protozoario in vitro. Também pode-se
sugerir que os BZX sao promissores agentes antioxidantes.
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