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1. DESCRIGAO DA INOVAGAO

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado pertencente a familia
Trichomonadidae, e o causador da tricomoniase (Schwebke e Burgess, 2004).
A tricomoniase consiste na infeccdo sexualmente transmissivel (IST) n&o viral
mais comum em todo mundo, com aproximadamente 156 milhées de novos
casos anuais (WHO, 2018). Sua prevaléncia € maior quando comparada a
outras ISTs, segundo dados da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), com 187
milhdes de casos (WHO, 2012).

Por ser uma IST, o parasito infecta o trato urogenital de homens e
mulheres, podendo causar infecgdes assintomaticas ou sintomaticas (Hobbs e
Sefia, 2013; Maritz et al., 2014). O tratamento usual é realizado atualmente a
partir do metronidazol (MTZ), que apresenta boas taxas de cura para a
infeccdo. Todavia, falhas no tratamento sdo observadas, muitas vezes,
relacionadas a ndo adesao ou reinfeccao (Petrin et al, 1998; Bouchemal et al.
2017),e ao fato dos efeitos colaterais do MTZ, onde tem sido relatados efeitos
hematoldgicos e neurotoxicos. (Bouchemol et al., 2017). Além disso, a
resisténcia medicamentosa tem sido motivo de preocupacgodes, ja que desde
1989 isolados de T. vaginalis tém sido encontrados com algum grau de
resisténcia a este medicamento (Vazquez, et al., 2001).

Como alternativa a esse tratamento, a busca por moléculas sintéticas tem
sido relevante na descoberta de novos farmacos por estas apresentarem diversas
atividades bioldgicas (Guido, 2010). Dessa forma, a utilizacdo de compostos
sintéticos como possiveis formas de tratamento para a infecgdo é a base desta
inovacdo. Diversas atividades biolégicas ja foram atribuidas as pirimidinas,
inclusive com farmacos ja aprovados para uso humano, como atividade
anti-inflamatdria, analgésica, antimicrobiana, antiviral, aliada a necessidade de
buscar novas alternativas de tratamento para a tricomoniase, para que se diminua
os efeitos colaterais e a taxa de citotoxicidade ao realizar o tratamento, avaliou-se
propriedades anti-T. vaginalis de compostos sintéticos derivados das pirimidinas.

2. ANALISE DE MERCADO

As ISTs afetam a saude e a qualidade de vida das pessoas em todo
mundo. Além de facilitarem a aquisicdo e transmissao do HIV, além de
ocasionar aos portadores sofréncias como preconceito, baixa autoestima,
vergonha e violéncia de género (McClelland et al., 2007; Rowley et al., 2019).
Estimativas globais realizadas no ano de 2016 mostram que a tricomoniase
ainda é a IST curavel mais comum no mundo, com uma incidéncia de 156
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milhdes e uma prevaléncia de 110 milhdes de casos em pessoas entre 15 e 49
anos (Who, 2018). No Brasil, o Ministério da Saude estima uma prevaléncia de
15% da doenca (Brasil, 2015).

Atualmente o tratamento da tricomoniase é feito com os compostos
2-metil-5- nitroimidazdis, e os unicos farmacos aprovados pelo Food and Drug
18 Administration (FDA, EUA), sdo o Metronidazol e Tinidazol. O mais utilizado
€ 0 metronidazol, com recomendagédo de uso para mulheres de 500 mg duas
vezes ao dia durante 7 dias e para os homens, a recomendagao € de dose
unica de 2g (Gerwen et al., 2021). Durante o uso desta medicagéo, foram
relatados alguns efeitos colaterais, além da possibilidade de gerar efeitos
hematologicos e neurotoxicos nos individuos, acarretando uma maior
preocupagao em pacientes que sofrem de infecgdes recorrentes (Bouchemol et
al., 2017).

Estas falhas encontradas no tratamento acarretam em um aumento do
custo terapéutico com a utilizagcdo de apenas um medicamento disponivel. Os
custos médicos ligados a tricomoniase sdo estimados em US$34.2 milhdes,
enquanto aqueles relacionados apenas ao risco de aumento de
transmissao/aquisicdo do HIV é estimado em US$167 milhdes (Chapin et al,
2011; Edwards et al., 2016). Tendo em vista estas variadas intercorréncias com
a utilizagao invariavel do metronidazol, demonstra-se a necessidade de busca
por novos métodos farmacoldgicos mais inovadores como alternativa ao
tratamento desses pacientes, de forma a ocasionar um tratamento mais efetivo
e de baixa toxicidade, como o analisado neste produto, diminuindo assim os
custos relacionados a tricomoniase.

3. ESTRATEGIA DE DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAGAO

Para este produto, foi avaliada a atividade de compostos sintéticos
contendo o anel de pirimidina com substituicdes em seu radical. Na realizacao
do estudo para a formulacao desta invengao foi realizado um cultivo de isolados
de Trichomonas vaginalis 30236 da American Type Culture Collection, e um
total de 10 moléculas foram testadas, avaliando parametros de determinagao da
concentragdo minima inibitéria (MIC), concentragéo inibitéria para 50% dos
trofozoitos (IC50) e curva cinética de crescimento. Apenas compostos que
apresentaram atividade anti-T. vaginalis sem diferenga estatistica do controle
positivo (Metronidazol) seguiram para as proximas etapas do estudo. Os testes
de citotoxicidade foram realizados com as linhagens celulares VERO e HMVII.
Por fim, analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 8.0, através da analise de variancia de uma via (one-way ANOVA), com
valor de p<0,05. O teste de Tukey foi utilizado para identificar diferencas
significativas entre as médias dos diferentes tratamentos.

Uma unica molécula foi capaz de inibir 100% os trofozoitos, esta
apresenta trés atomos de cloro no carbono 4 do anel pirimidinico. Sendo assim, a
utilizagcdo desta molécula foi depositada junto ao INPI, visto que apds uma série
de testes realizados, foi observado que esta molécula, ao ser avaliada in vitro,
capaz de promover o efeito tricomonicida desejado e apresentaria menor
citotoxicidade do que o atual unico tratamento da tricomoniase, a partir do
farmaco metronidazol.

4. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO
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Através dos resultados do rastreamento dos compostos em 100 pM (figura
1), apenas o composto 4 foi capaz de reduzir 100% a viabilidade dos trofozoitos
quando comparado com o controle negativo, ndo apresentando diferenca
estatistica d.o controle positivo, em que foi adicionado Metronidazol 100 uM.
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Figura 1:- Viabilidade dos trofozoitos de Trichomonas vaginalis na concentragao
de 100 uM de compostos derivados das pirimidinas.

Na figura 2, podemos observar que a concentragdo minima inibitoria
(MIC) atribuida ao composto foi de 60 pM, inibindo completamente o
crescimento dos trofozoitos, com exposigao de 24 horas. A concentragao capaz
de inibir 50% dos trofozoitos foi inferior a 10 uM.
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Figura 2:- Determinag&o da concentragao inibitéria minima e MIC de isolado de
Trichomonas vaginalis apos tratamento com o C4 apds 24h nas concentragdes de
100 uM a 10 M.

Por fim, através do ensaio de citotoxicidade, apresentado pela figura 3,
observa-se que na linhagem VERO a viabilidade das células permaneceu em
70%, enquanto a linhagem HMVII apresentou viabilidade de 79%, indicando que o
composto ndo apresentou-se citotoxico, mesmo em concentracdes superiores.
Com relagdo a concentragao apresentada como MIC (60 pM), ndo verificou-se
diferenca estatistica do controle negativo, o que demonstra que a molécula
referente ao composto 4 apresenta um potencial promissor para tratamento
alternativo contra a tricomoniase, dada sua baixa citotoxicidade
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Figura 3: Efeito da citotoxicidade em células VERO e HMVII tratadas com o
composto C4 e em diferentes concentragdes.

5. CONCLUSOES

O rastreamento farmacologico in vitro de 10 compostos sintéticos
derivados das pirimidinas encontrou um composto (C4) com atividade anti-T.
vaginalis, apresentando MIC de 60 uM e IC 50 de 9.27 pM, sem retorno de
crescimento quando avaliado por até 96 horas. O composto C4 néo
apresentou-se citotoxico nas linhagens celulares VERO e HMVII, o que indica
que este € um composto com potencial promissor para o tratamento da
tricomoniase, com provavel menor toxicidade a depender da forma de uso,
necessitando de outras pesquisas com este enfoque.
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