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RESUMO 

A doença de Chagas afeta mais de 8 milhões de pessoas nos países em 

desenvolvimento, e dispõe de uma terapia ultrapassada e altamente tóxica. 

Considerando o Brasil uma das maiores biodiversidades do mundo, 

compostos de sua flora podem contribuir como novos protótipos 

farmacêuticos. Neolignanas, isoladas da planta Nectandra leucantha, 

apresentaram previamente atividade anti-Trypanosoma cruzi e neste trabalho, 

serviram como base para a semissíntese de uma série de 24 análogos. 

Estudos in vitro demonstratram que 19 compostos não apresentaram 

citotoxicidade em células de mamífero até 200 µM. Seis compostos 

apresentaram atividade contra as formas tripomastigotas (CE50 8 a 76 µM) e 8 

compostos contra os amastigotas intracelulares (CE50 7 a 16 µM). Estudos da 

relação estrutura-atividade biológica (SAR), demonstraram que a presença de 

pelo menos uma cadeia lateral alílica era importante para a atividade anti-T. 

cruzi e que o grupo fenol não era essencial. O composto 8 foi eficaz contra as 

duas formas do parasita e eliminou 100% das formas amastigotas no interior 

dos macrófagos, sendo escolhido para estudos de mecanismo de ação. O 

composto 8 afetou rapidamente a mitocôndria do T. cruzi, causando uma 

intensa despolarização do potencial de membrana mitocondrial, com 

diminuição dos níveis de espécies reativas de oxigênio. Apesar disso, não 

afetou a permeabilidade nem o potencial elétrico da membrana plasmática do 

parasita. Estudos de microscopia eletrônica de varredura também revelaram 

uma morfologia celular sem alterações da membrana plasmática. Análise em 

citometria de fluxo, demonstraram que o composto 8 não alterou os níveis das 

citocinas IL-6, IL-10 e da quimiocina MCP-1 após o tratamento de macrófagos 

infectados. Modelos preditivos in silico de propriedades físico-químicas, 

identificaram instabilidade metabólica para o composto 8 devido à presença 

do grupo éster, os quais foram corroborados por modelos in vitro de 

estabilidade em plasma de camundongo. Estas neolignanas representam 

estruturas promissoras para estudos de novos candidatos contra T. cruzi e 

futuras modificações químicas deverão abordar as questões farmacocinéticas 

antes dos estudos de eficácia in vivo. 



 
 

ABSTRACT 

Chagas disease affects more than 8 million people in developing countries 

and the available therapy is old and highly toxic. Considering Brazil one of 

the biggest biodiversity in the world, compounds from the flora can contribute 

as new pharmaceutical prototypes. Neolignans, isolated from the plant 

Nectandra leucantha, previously showed anti-Trypanosoma cruzi activity and 

served as the basis for the semi-synthesis of a series of 24 analogues. In 

vitro studies demonstrated that 19 compounds caused no cytotoxicity in 

mammalian cells up to 200 μM. Six compounds showed activity against 

trypomastigote forms (IC50 8 to 76 μM) and 8 compounds against intracellular 

amastigotes (IC50 7 to 16 μM). Studies of the structure activity relationships 

(SAR) showed that the presence of at least one allylic side chain was 

important for anti-T. cruzi activity and that the phenol group was not 

essential. Compound 8 was chosen for mechanism of action studies as it 

was effective against both forms of the parasite and eliminated 100% of the 

intracellular amastigotes. Compound 8 rapidly affected the mitochondria of T. 

cruzi, causing an intense depolarization of the mitochondrial membrane 

potential, with decreasing levels of reactive oxygen species. Nevertheless, it 

affected neither the permeability nor the electrical potential of the plasma 

membrane. Scanning electron microscopy studies also revealed a cellular 

morphology without alterations in plasma membrane. Flow cytometric 

analysis showed no alteration of the cytokines IL-6, IL-10 and the chemokine 

MCP-1 after treatment of infected macrophages with compound 8. In silico 

predictive models of physicochemical properties, identified a metabolic 

instability for compound 8 due to the presence of the ester group, which were 

corroborated by in vitro models of stability in mouse plasma. These 

neolignans represent promising structures for studies of new candidates 

against T. cruzi and future chemical modifications should address 

pharmacokinetic issues prior to in vivo efficacy studies. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Doença de Chagas 

1.1.1 Histórico 

Descoberta em 1909 por Carlos Chagas, médico e pesquisador do 

Instituto Oswaldo Cruz na cidade mineira de Lassance, a doença foi 

descrita por ele em seus vários aspectos, relativos à transmissão, ao 

parasita e às características clínicas (Kropf, 2005). No entanto, estudos 

relacionados à paleoparasitologia baseados na biologia molecular, 

demonstram que a infecção por Trypanosoma cruzi e a doença de 

Chagas podem ser tão antigas quanto à presença humana no continente 

americano (Aufderheide et al., 2004; Lima et al., 2008; Fernandes et al., 

2008; Araújo et al., 2009). Desenvolvimentos culturais, como agricultura 

e padrões de assentamentos permanentes ou semipermanentes, 

contribuíram para formação de um ambiente ideal na disseminação do T. 

cruzi, tornando a doença humana uma ocorrência puramente coincidente 

(Ferreira et al., 2011, Guhl et al., 2014). 

 

1.1.2 Distribuição Geográfica e Situação no Brasil 

Conhecida também como tripanossomíase americana, a doença de 

Chagas continua sendo um importante problema de saúde pública na 

América Latina, onde aproximadamente 6-7 milhões de pessoas estão 

infectadas e cerca de 28 milhões estão em risco de infecção (Rassi et 

al., 2012; Bern, 2015; WHO, 2018). 

No Brasil dados apontam cerca de 2-3 milhões de pessoas 

infectadas (Akhavan, 2000; Dias, 2007; Ramos Jr. et al., 2010) e 

aproximadamente 6.000 mortes são registradas por ano (Martins-Melo et 

al., 2012a, Martins-Melo et al., 2012b; Martins-Melo et al., 2012c). As 

maiores prevalências da doença de Chagas são relatadas na Bolívia 

(6,8%), Argentina (4,1%), El Salvador (3,4%), Honduras (3,1%) e 
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Paraguai (2,5%). O Brasil juntamente com Argentina e México abrigam 

quase 60% de todas as pessoas infectadas com o T. cruzi na América 

Latina (Rassi et al., 2010). 

Historicamente, a transmissão e a morbidade estavam restritas à 

América do Sul, América Central e partes da América do Norte (México e 

sul dos Estados Unidos) (Rassi et al., 2012). No entanto, em função das 

migrações internacionais de áreas endêmicas para áreas não endêmicas 

e alguns modos de transmissão como transfusões, alimentos e doação 

de órgãos, a disseminação da doença expandiu-se para além de suas 

fronteiras geográficas naturais (Schmunis e Yadon, 2010; Gascon et al., 

2010). Atualmente, a doença de Chagas tem recebido grande atenção 

como um problema emergente nos EUA, Canadá, Austrália e Japão 

(Gascon et al., 2010; Jackson et al., 2014). Na Europa, os casos 

importados estão emergindo principalmente na Espanha (Muñoz et al., 

2009), na França (Lescure et al., 2008), e na Suíça (Jackson et al., 

2010) (Figura 1). 

 

Figura 1. Distribuição global de casos de doença de Chagas, com base em estimativas oficiais, 

2006-2010. Fonte: WHO, 2018. 
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É evidente que a doença de Chagas representa um grande desafio 

global para os serviços de saúde sendo necessários esforços no âmbito 

de infraestrutura adequada, além de pessoal treinado capaz de atender 

essa população em crescente expansão (Schmunis, 2007; Tanowitz et 

al., 2011). 

 

1.1.3 Vetores e Agente Etiológico 

Os vetores da doença de Chagas são os insetos hematófagos da 

ordem Heteroptera, família Reduviidae, mais conhecidos como 

triatomíneos, devido à denominação da subfamília Triatominae (Lent e 

Wygodzinky, 1979). A subfamília Triatominae apresenta 148 espécies 

distribuídas em 18 gêneros (Tartarotti et al., 2006; Abad-Franch et al., 

2013; Alevi et al., 2013; Poinar, 2013).  

Recentemente, 65 espécies de triatomíneos foram identificadas no 

Brasil (Gardim et al., 2014) relacionadas à transmissão da doença de 

Chagas, destacando-se: Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, 

Triatoma brasiliensis, Triatoma sordida, Triatoma pseudomaculata e 

Rhodnius neglectus, (Dias e Schofield, 1998; Silistino-Souza et al., 2013) 

(Figura 2). 
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Figura 2. Principais espécies de triatomíneos relacionados à transmissão da doença de Chagas 

no Brasil. (A) T. infestans, (B) P. megistus, (C) T. brasiliensis, (D) T.sordida, (E) T. 

pseudomaculata e (F) R. neglectus. Fonte: Jurberg et al., 2014. 

 

A princípio, esses insetos eram encontrados em ambientes 

silvestres, apresentando como reservatórios tatus, gambás entre outros 

roedores fazendo da doença de Chagas, primitivamente uma endozootia 

(Tartarotti et al., 2004). No entanto, a doença passou a ser considerada 

um problema de saúde pública, a partir da domiciliação dos triatomíneos, 

devido à destruição gradativa dos biomas naturais provocando redução 

significativa da fauna silvestre e consequente escassez de alimentos. 

Uma vez na área urbana, os reservatórios domésticos passaram a ser 

os gatos, cachorros, ratos, coelhos e o próprio homem (Barreto e 

Ribeiro, 1979). 

Historicamente, o controle de vetores tem sido utilizado como a 

principal estratégia para prevenir a transmissão da doença de Chagas. 

Quando realizado de forma adequada através da pulverização residual 

interna, apresenta um efeito duradouro, mesmo em ambientes com 

vetores domiciliados (Cucunubá et al., 2018). 
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Na década de 50, o governo brasileiro deu início a campanhas para 

controlar os vetores da doença de Chagas em algumas regiões do país, 

no entanto, só em meados dos anos 80 essas campanhas foram 

estendidas para todo o território (Pereira e Navarro, 2013). Em 1991, 

houve um marco no combate à doença de Chagas na América do Sul. 

Os chamados países do Cone Sul (Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, 

Paraguai e Uruguai) adotaram uma resolução denominada “Ação para 

eliminar o T. infestans”, disponibilizando milhões de dólares no controle 

do vetor e em testes nos bancos de sangue (Moraes-Souza, 1999; 

Silveira e Pimenta, 2011).  

Outras duas iniciativas também surgiram para ampliar o combate a 

doença de Chagas. Uma delas incluiu os países Andinos envolvendo 

Colômbia, Equador, Peru e Venezuela (Guhl e Vallejo, 1999) e a outra, 

os países da América Central, envolvendo Costa Rica, El Salvador, 

Guatemala, Honduras, México, Nicarágua e Panamá (Ponce, 1999). 

Essas campanhas para erradicação de vetores apresentaram resultados 

tão significativos que alguns países receberam da Organização Pan-

Americana de Saúde (OPAS), uma certificação de livres de transmissão 

vetorial, incluindo o Uruguai (1997), Chile (1999), e o Brasil em (2006) 

(Pereira e Navarro, 2013). No entanto, a transmissão intradomiciliar 

ainda ocorre em muitas regiões endêmicas, particularmente em 

populações de difícil acesso em comunidades rurais isoladas da América 

Latina (Cucunubá et al., 2017). Como resultado, áreas antes 

consideradas livres de transmissão, estão sendo repovoadas com 

vetores infectados por T. cruzi, levando a casos recentes de doença de 

Chagas aguda (Andrade et al., 2014).  

Normalmente, os triatomíneos apresentam hábitos noturnos e 

durante o repasto sanguíneo em mamíferos infectados com T. cruzi, 

ingerem as formas tripomastigotas que, após sofrerem multiplicação e 

metaciclogênese no tubo digestivo, são eliminadas nas fezes quando um 

novo repasto ocorre, podendo infectar novos hospedeiros vertebrados 
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(Chagas, 1933; Brener et al., 2000). É importante destacar, que além da 

transmissão vetorial através da picada do inseto, outras vias de infecção 

também são de grande importância, como por exemplo, transmissão 

congênita, amamentação, via transfusional e transmissões excepcionais 

como, acidental em laboratório, por transplantes de órgãos, oral e sexual 

(Brener et al., 2000; Dias, 2006). Atualmente a infecção oral pelo T. cruzi 

é a via de transmissão mais documentada no Brasil. Surtos têm sido 

reportados na região amazônica associados principalmente ao consumo 

de açaí contaminado (Nóbrega et al., 2009), bem como suco de cana de 

açúcar (Bastos et al., 2010).  

O T. cruzi pertence a um ecossistema exclusivamente americano, 

sendo encontrado em extensas áreas do continente, desde o sul dos 

Estados Unidos até o sul da Argentina e do Chile (Dias et al., 2002). É 

um protozoário flagelado da Ordem Kinetoplastida, Família 

Trypanosomatidae, que apresenta um único flagelo e o cinetoplasto, 

uma organela que contém DNA e se localiza na mitocôndria. Suas 

formas evolutivas são: tripomastigotas (forma infectante), epimastigotas 

(forma presente no vetor) e amastigotas (multiplicam-se dentro das 

células do hospedeiro) (Telleria et al., 2006). Uma vez, no hospedeiro 

vertebrado, as formas tripomastigotas de T. cruzi invadem diferentes 

tipos celulares, principalmente do sistema fagocitário mononuclear 

incluindo os macrófagos aonde irão se multiplicar sob a forma de 

amastigotas (Costa et al., 2006) dando continuidade ao ciclo (Figura 3). 
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Figura 3. Ciclo de Transmissão do Trypanosoma cruzi. Fonte: adaptado de CDC – Centers for Disease 

Control and Prevention, 2018. 

 

A complexidade da doença está diretamente relacionada a grande 

variabilidade genética do parasita. Até meados dos anos 80, as cepas de 

T. cruzi eram subdivididas em três grupos (zimodemas): I, II e III (Rassi 

et al., 2010; Zingales, 2011). No entanto, evidências moleculares 

recentes confirmaram a existência de seis Unidades Discretas de 

Tipagem (DTU) para as atuais linhagens de T. cruzi sendo: TcI-TcVI e 

um novo genótipo encontrado em morcegos denominado de TcBat 

(Flores-López e Machado, 2011). Cada uma dessas DTUs apresentam 

características relacionadas a sua distribuição geográfica, associações 

eco-epidemiológicas e manifestações clínicas da doença (Zingales et al., 

2012). 
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1.1.4 Fases e Patogenia 

A doença de Chagas é caracterizada por apresentar duas fases: 

aguda e crônica. Na fase aguda podem ocorrer sintomas de febre, 

linfadenomegalia localizada na região da picada (sinal de Romaña ou 

chagoma de inoculação) e hepato-esplenomegalia, no entanto, 

normalmente ela passa despercebida, uma vez que, seus sintomas são 

semelhantes aos de várias outras infecções (Pereira-Chioccola, 1998; 

Marcondes et al., 2000; Rassi et al., 2010; Pereira e Navarro, 2013). A 

fase aguda dura de 4 a 8 semanas e se caracteriza pelo predomínio do 

parasita circulante na corrente sanguínea (Wanderley et al., 2010).  A 

mortalidade pode variar de 5 a 10% nessa fase e geralmente envolve 

crianças que morrem de miocardite e/ou mieloencefalite (Murcia et al., 

2013). 

Na fase crônica também pode ocorrer a forma indeterminada da 

doença, na qual o paciente não apresenta sintomatologia importante do 

ponto de vista clínico, nem resultados anormais nos exames 

complementares do coração e do tubo digestivo. Cerca de 60% dos 

pacientes apresentam esse tipo de quadro clínico, que se mostra como o 

melhor prognóstico para os pacientes crônicos (Soares-Sobrinho et al., 

2007; Pereira e Navarro, 2013). Porém, aproximadamente 20-40% dos 

indivíduos infectados evolui com manifestações da doença, por exemplo, 

a miocardite grave com cardiomegalia, megaesôfago e megacólon, entre 

outras (Rassi Junior e Rassi, 1998; Rassi Junior e Marin-Neto, 2000; 

Sathler-Avelar et al., 2009). Vale a pena destacar, que a doença de 

Chagas tem sido relacionada como uma das principais causas mundiais 

de miocardite (Feldman e McNamara, 2000). Além disso, estima-se que 

nos próximos 5 anos, aproximadamente 200.000 pessoas morrerão de 

cardiomiopatia chagásica (Pecoul et al., 2016). 

Sabe-se que a permanência do parasita nos tecidos do hospedeiro 

desempenha um papel importante na agressão do miocárdio, sendo 

assim, acredita-se que ao eliminar o parasita, ou ao menos reduzir sua 
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quantidade pode-se melhorar a eficácia da resposta imune e a 

progressão da doença (Marin-Neto et al., 2007; Sosa-Estani et al., 

2009). Ainda assim, é importante ressaltar que a gravidade da doença 

depende também de outros fatores, como a virulência do parasita, a 

quantidade do inóculo e a suscetibilidade do paciente (Rassi et al., 2000; 

Coll-Cárdenas et al., 2004; Almeida-Leite et al., 2007). 

 

1.1.5 Imunologia da doença de Chagas 

O contato entre o T. cruzi e as células do hospedeiro humano 

desencadeia uma forte resposta imune inata e adaptativa, que 

desempenham um papel importante durante as fases aguda e crônica da 

doença (Acevedo et al., 2018). Nesse sentido, o sistema imunológico do 

hospedeiro durante a fase aguda da doença, atua no controle da 

infecção e disseminação do parasita, enquanto na fase crônica, produz 

diferentes respostas relacionadas à manifestação ou ausência de 

sintomas (Boscardin et al., 2010; Basso, 2013). Além disso, dados da 

literatura vem reforçando a ideia da importância do antecedente genético 

do hospedeiro na manifestação dos sintomas na doença de Chagas 

(Frade et al., 2013; Luz et al., 2016). 

Células fagocíticas, como os monócitos, macrófagos, neutrófilos e 

células dendríticas, se apresentam como a primeira linha de defesa 

contra os patógenos. Sendo assim, a detecção e fagocitose de 

microrganismos e restos celulares, é viabilizada pela presença de 

receptores presentes principalmente na membrana de monócitos e 

neutrófilos, que reconhecem padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) e padrões moleculares associados a danos 

(DAMPs) (Acevedo et al., 2018). 

Dentre os receptores mais relevantes no reconhecimento do T. 

cruzi, estão os receptores do tipo Toll-like (TLRs). Atualmente, foram 

identificados 10 tipos de TLRs em humanos e 13 em camundongos 
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(Dolasia et al., 2018). No entanto, a expressão dessas moléculas que 

detectam esses PAMPs, se apresenta de forma diferente entre pacientes 

chagásicos e indivíduos não infectados. Dessa forma, o perfil das células 

TH1, TH2, TH17 e Treg acabam sendo impactadas na formação das 

respostas de memória imunológica (Pinto et al., 2018). Tais respostas 

estão relacionadas à ativação do sistema complemento, recrutamento de 

macrófagos e células natural killer, ativação de células T CD4 e CD8, 

bem como, produção de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, TNF-α, 

IL-12 e IL-17 (Cutrullis et al., 2017). 

Sabe-se que, durante a infecção pelo T. cruzi, as citocinas 

sintetizadas são capazes de induzir ou regular a produção de 

quimiocinas em macrófagos e cardiomiócitos tanto in vitro, quanto in vivo 

(Lopez et al., 2018).  Normalmente as células TH1 são as responsáveis 

pela produção de citocinas inflamatórias, enquanto as células TH2 têm 

uma função anti-inflamatória e estando envolvidas na resposta mediada 

pelos anticorpos (Basso, 2013). Nesse sentindo, como resultado desse 

processo, a regulação da resposta celular ocorre devido a uma redução 

na ativação de células dendríticas e na atividade microbicida do 

macrófago (Basso, 2013). 

Estudos experimentais demonstraram que a resistência à infecção 

pelo T. cruzi, estava diretamente relacionada ao perfil de citocinas TH1, 

tais como IFN-γ, TNF-α e IL-1 (Sanoja et al., 2013). No entanto, a 

produção de TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL-22, IL-6, IL-10 e CCL2 e a 

expressão de CD40, CD80, MHC-II, PD-L1, CCR5 e CCR7 podem ser 

diferentes, dependendo da cepa do parasita (Poveda et al., 2014, da 

Costa et al., 2014). 

Sendo assim, a variedade entre os diferentes perfis de resposta TH 

no hospedeiro, são definidos de acordo com as citocinas produzidas e 

suas funções, uma vez que, a predominância de um ou outro perfil de 

resposta depende da natureza do patógeno, permitindo a ativação dos 

mecanismos mais convenientes para a sua eliminação (Sallusto, 2016). 
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1.1.6 Fármacos Disponíveis e Experimentais 

O tratamento da doença de Chagas baseia-se, na eliminação do 

parasita durante a fase aguda e na atenuação dos sintomas durante a 

fase crônica com o uso de cardiotônicos e antiarrítmicos, para o coração, 

ou através de cirurgias corretivas do esôfago e do cólon (Kirchhoff, 

1996). 

Os primeiros compostos desenvolvidos experimentalmente para o 

tratamento específico da doença de Chagas, após a sua descoberta em 

1909, foram o Atoxyl (arsênico), a tintura de fucsina, o tártaro emético 

(antimônio trivalente) e o cloreto de mercúrio que, mostraram-se 

ineficazes para esse propósito (Croft, 1999; Coura e Castro, 2002). 

Em 1952, Packchanian foi o primeiro a demonstrar 

experimentalmente que os compostos nitrofuranos, eram promissores 

para o tratamento da doença de Chagas (Packchanian, 1952). Mais 

tarde, Brener em 1961 usou nitrofurazona para curar camundongos 

cronicamente infectados (Brener, 1961). Porém, somente no final da 

década de 60 o primeiro medicamento foi introduzido para o tratamento 

da doença de Chagas, conhecido como nifurtimox (NFX) (Cançado, 

1968). O composto apresenta atividade contra as formas tripomastigotas 

e amastigotas do parasita (Coura e Castro, 2002). Seu mecanismo de 

ação envolve a redução parcial do NFX para um radical nitro-aniônico 

seguido pela auto-oxidação para regenerar o nitrofurano original e 

produzir superóxido e outras espécies reativas de oxigênio, como o 

peróxido de hidrogênio (Docampo, 1990; Soares-Sobrinho et al., 2007) 

(Figura 4).  
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Figura 4. Mecanismo de ação proposto dos fármacos nifurtimox e benznidazol. Fonte: Dias et 

al., 2009. 

 

Dessa forma, o T. cruzi que é deficiente em mecanismos de 

desintoxicação metabólica para o oxigênio, torna-se altamente 

suscetível, particularmente ao peróxido de hidrogênio sendo portanto, 

mais sensível à oxidação do que as células dos hospedeiros (Docampo 

e Moreno, 1986; Docampo, 1990). 

No entanto, a partir da década de 80 o NFX teve sua 

comercialização interrompida, primeiramente no Brasil e depois em 

outros países da América do Sul em decorrência dos inúmeros efeitos 

adversos que causava como anorexia, perda de peso, parestesia, 

sonolência ou excitabilidade psíquica, e sintomas gastrointestinais, como 

náuseas, vômitos e cólicas intestinais ocasionais (Soares-Sobrinho et 

al., 2007; Oliveira et al., 2008; Marin-Neto et al., 2009). Além disso, a 

resistência apresentada pelas cepas, somada ao desinteresse dos 

laboratórios farmacêuticos em continuar a produção de um medicamento 

não lucrativo, também contribuíram para a descontinuidade do seu uso 

(Coura e Castro, 2002). 

No final da década de 70, Grunberg e colaboradores demonstraram 

pela primeira vez que o benznidazol (BZ) um derivado nitroimidazólico 
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também era ativo contra o T. cruzi (Grunberg et al., 1967). O composto 

demonstrou ter eficácia semelhante à da nitrofurazona nas fases aguda 

e crônica da doença (Ferreira, 1974). Além disso, apresentava menos 

efeitos tóxicos sendo considerado o tratamento de primeira escolha, com 

base em um melhor perfil de efeitos colaterais do que o NFX, bem como 

evidências mais amplas de sua eficácia (Bern et al., 2007), com vários 

estudos experimentais e clínicos sendo publicados posteriormente 

(Schenone et al., 1975; Ferreira, 1976; Andrade e Figueira, 1977; 

Barclay et al., 1978). Supostamente, o mecanismo de ação do BZ 

parece estar relacionado a formação de radicais livres e metabólitos 

eletrofílicos gerados quando, ocorre a redução do grupo nitro a um grupo 

amino pela ação das nitroredutases (Maya et al., 2007; Wilkinson et al., 

2008) (Figura 4). Esses mecanismos envolvem modificações covalentes 

de macromoléculas, como DNA, proteínas e lipídeos, não produzindo 

espécies reativas de oxigênio (Moreno et al., 1982; Docampo e Moreno, 

1984; Docampo, 1990). 

Assim, é hipotetizado que o efeito tripanocida do BZ é causado 

pela ligação covalente de seus metabólitos reduzidos a macromoléculas 

do parasita (Maya et al., 2004). Além disso, o BZ e seus metabólitos 

podem afetar o metabolismo da tripanotiona do T. cruzi (Maya et al., 

1997) e melhorar a fagocitose aumentando a morte do parasita através 

da produção de IFN-γ e inibição da NADH-fumarato redutase (Turrens et 

al., 1996; Murta et al., 1999). No entanto, os metabólitos eletrofílicos 

formados através do mecanismo de ação de ambos os fármacos, 

também atuam em outros sistemas do hospeiro em função de sua alta 

reatividade, contribuindo para os efeitos citotóxicos observados durante 

o tratamento dos pacientes (Dias et al., 2009). 

Os efeitos adversos estão mais relacionados a manifestações 

cutâneas (hipersensibilidade, dermatite com erupções cutâneas, edema 

generalizado) que respondem bem ao uso de anti-histamínicos, além 



 

30 
 

disso, febre, linfoadenopatia, dor articular e muscular também podem 

estar presentes (Castro et al., 2006; Pinazo et al., 2010). 

O NFX e o BZ têm sido utilizados no tratamento da doença de 

Chagas há mais de 40 anos. Ambos os compostos são administrados 

por via oral, porém, são rapidamente metabolizados pelo sistema do 

citocromo P450 sendo necessária a administração de doses múltiplas 

diariamente (Walton e Workman, 1987; Montalto de Mecca et al., 2002; 

Raether e Hanel, 2003; Mecca et al., 2008). Embora o uso desses 

medicamentos para tratar a fase aguda da doença seja amplamente 

aceito, sua utilização na fase crônica permanece controversa (Coura e 

Castro, 2002; Urbina e Docampo, 2003). 

No entanto, não há dúvidas de que o ambiente de Pesquisa & 

Desenvolvimento (P&D) para doença de Chagas tem sido muito ativo 

nos últimos anos. Desde a introdução do NFX e BZ, o alopurinol e os 

azóis itraconazol, fluconazol, cetoconazol, posaconazol e ravuconazol 

foram estudados em ensaios clínicos recentes (Molina et al., 2014; 

Morillo et al., 2015; clinical trials: NCT01489228; clinical trials: 

NCT01377480). Embora tenham contribuído com dados importantes e 

desempenhado um papel fundamental para melhor entendimento da 

doença, esses estudos, demonstraram a falha desses azóis em induzir a 

“cura parasitológica”, após um ano de acompanhamento (Apt et al., 

2005; Rassi et al., 2007). 

Atualmente apenas alguns ensaios clínicos para o tratamento da 

doença de Chagas estão em andamento. Em um deles, a amiodarona 

que é um agente antiarrítmico de classe III, freqüentemente utilizado 

para o tratamento de pacientes sintomáticos com a forma cardíaca da 

doença, demonstrou atividade direta contra o T. cruzi, in vitro e in vivo, 

além de potente atividade sinérgica com o posaconazol (Benaim et al., 

2006) (Figura 5). 
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Figura 5. Estruturas químicas dos fármacos amiodarona (A) e posaconazol (B). Fonte: PubMed 

Compound. 

 

Nesse sentido, um estudo observacional demonstrou que o 

implante de um tipo de marcapasso (cardiovensor-desfibrilador) 

associado ao uso de amiodarona, reduziu o risco de mortalidade e morte 

súbita por todas as causas em comparação com o uso isolado do 

fármaco em pacientes chagásicos com doença cardíaca e arritimias 

(Gali et al., 2014). A data estimada para conclusão do estudo é 2019 

(clinical trials: NCT01722942). 

Outro fármaco em estudo clínico para a doença de Chagas é o 

fexinidazol, um nitro-imidazol redescoberto através de uma triagem 

dentre mais de 700 outros nitro-compostos para o tratamento da 

tripanossomíase humana Africana (doença do sono) (Torreele et al., 

2010) (Figura 6).  

 

Figura 6. Estrutura química do fármaco fexinidazol. Fonte: DrugBank 
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O sucesso do fexinidazol contra esse outro tipo de 

tripanossomíase, bem como, o acúmulo de dados relacionados a 

toxicicidade e segurança, também impulsionaram sua avaliação como 

candidato ao tratamento da doença de Chagas (Bahia et al., 2014a; 

Bahia et al., 2014b). Um estudo de Fase II de Prova de Conceito (PoC) 

do fexinidazol foi iniciado em 2014 em Cochabamba e Tarija, na Bolívia. 

A análise dos dados sugeriu altas taxas de eficácia e segurança do 

fármaco. Sendo assim, um novo estudo de PoC foi iniciado em 2017 em 

quatro locais na Espanha. A data de conclusão prevista é no segundo 

trimestre de 2019 (DNDi, 2018). 

Embora avanços na identificação de novos candidatos a fármacos 

contra a doença de Chagas tenham sido realizados, a proposta 

terapêutica manteve-se a mesma durante mais de 40 anos resultando, 

na não existência, até hoje, de um medicamento eficaz para os 

pacientes principalmente em fase crônica (Pereira e Navarro, 2013). 

Apesar disso, o conhecimento aprofundado sobre as propriedades físico-

químicas e biológicas destes fármacos têm possibilitado o 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas para o tratamento 

dessa enfermidade (Soares-Sobrinho et al., 2007). 

 

1.2 Desenvolvimento e Importância no Planejamento de Novos 

Fármacos 

Aproximadamente 1 bilhão de pessoas no mundo sofrem com 

doenças tropicais negligenciadas (DTNs) como, doença do sono, doença 

de Chagas, leishmanioses, filariose, oncocercose e esquistossomose 

(Savioli et al., 2006). Os fármacos disponíveis para o tratamento da 

maioria delas apresentam sérias limitações, sendo importante destacar 

que, nos últimos 25 anos, de todos os medicamentos novos lançados no 

mercado, apenas 1% foram destinados a doenças negligenciadas 

(Trouiller et al., 2002). 
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Claramente, a última década evidenciou desafios sem precedentes 

para a indústria farmacêutica, resultando em uma escassez generalizada 

de estratégias para novos fármacos, além dos custos de P&D 

insustentáveis (Matthews et al., 2016). Apesar dos avanços na pesquisa, 

grande parte do conhecimento obtido até hoje é fragmentado e confuso, 

pois utiliza dados disponíveis na literatura, o que muitas vezes impede 

uma compreensão completa das complexas interações biológicas e a 

progressão bem-sucedida de candidatos a fármaco através de 

estratégias de desenvolvimento (Matthews et al., 2016). 

É fato que a grande maioria das descobertas científicas básicas 

que se tornam produtos inovadores, é originária de laboratórios 

acadêmicos (Goodman, 2009; Silber, 2010; Silber, 2014). Porém, a 

indústria e a academia, as duas principais partes fundamentais nesse 

processo, continuam a trabalhar isoladamente, impulsionadas por 

diferentes objetivos, ignorando que suas competências e capacidades 

têm pouca sobreposição e são de fato, na verdade complementares 

(Matthews et al., 2016). 

O caminho para o desenvolvimento de novos fármacos a partir de 

uma molécula pequena envolve um processo exaustivo que inclui: 

pesquisa básica, identificação e validação de alvos, geração e 

optimização de compostos líderes (lead), testes pré-clínicos, ensaios 

clínicos de fases I, II e III em humanos, além da aprovação pelas 

agências reguladoras (Figura 7). 
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Figura 7. Pipeline para a Pesquisa e Desenvolvimento de Novos Fármacos. Fonte: Adaptado de 

www.pharma.org, 2018. 

 

O processo começa com a identificação e validação de alvos 

(proteínas, DNA, RNA, etc), seguido pela confirmação de um efeito 

terapêutico através de ensaios bioquímicos, de citotoxicidade, etc. Os 

resultados são então organizados para identificar compostos bioativos 

(hits) que, poderão ser optimizados em compostos lead (Matthews et al., 

2016). 

Esses compostos líderes, ainda serão modificados pela química 

medicinal através das relações estrutura-atividade (SAR), para melhorar 

as propriedades físico-químicas e farmacológicas, aumentando sua 

potência e seletividade. Esse processo envolve uma série de testes para 

avaliar características bio-farmacológicas eficazes, propriedades 

toxicológicas específicas, absorção, distribuição, metabolismo e 

excreção (ADME), uma vez que, normalmente são nesses estágios 

iniciais dos testes que a maioria dos compostos falha (Norris et al., 

2014). 

http://www.pharma.org/
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Durante o processo de descoberta de novos fármacos, a previsão 

dos parâmetros de ADME logo nos estágios iniciais da pesquisa é de 

extrema importância (Smith, 2001; Kerns e Di, 2003; Walker, 2004). 

Sendo assim, a optimização destas propriedades, através de 

modificações moleculares de compostos promissores, é essencial na 

seleção de candidatos com maiores probabilidades de não serem 

abandonados, mais adiante, na fase clínica, pois o fracasso nessa fase 

representa grandes perdas de tempo e dinheiro (Chaikin et al., 2000). 

A ação de um fármaco, após ser administrado em humanos ou 

animais, pode ser dividida em três fases: fase farmacêutica, fase 

farmacocinética e fase farmacodinâmica. Durante a fase farmacêutica, 

ocorre a desintegração da forma de dosagem, seguida da dissolução da 

substância ativa. Na fase farmacocinética ocorrem os processos ADME, 

ou seja, “o que o organismo faz com o fármaco”. Já a fase 

farmacodinâmica, está relacionada com a interação do fármaco e seu 

alvo (receptor, enzimas etc.) conseqüentemente produzindo um efeito 

terapêutico, e pode ser entendida como “o que o fármaco faz no 

organismo” (Ariëns e Simonis, 1974). Sabe-se ainda, que a fase 

farmacocinética tem profundo impacto sobre o efeito farmacológico, uma 

vez que os processos de ADME determinam a concentração e o tempo 

despendido das moléculas do fármaco em seu sítio de ação (Abdel-

Rahman e Kauffman, 2004). 

Entretanto, muitos dos compostos que se mostram promissores 

nos testes in vitro não apresentam boa atividade em in vivo 

(Masimirembwa et al., 2003). Embora os modelos animais possam ser 

preditivos, em muitos casos, testes inadequados levam a falhas 

dispendiosas, sendo estas, significativas na fase de desenvolvimento 

pré-clínico dos programas de descoberta de fármacos (Breyer, 2014). 

Apesar das pesquisas substanciais, a falta de alvos bem validados, 

ainda é um desafio, uma vez que, muitos genes considerados 

essenciais, são freqüentemente revelados como não “tão” essenciais 
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assim para o crescimento ou a sobrevivência do parasita (Wyatt et al., 

2011). Sendo assim, o planejamento e optimização de uma molécula 

frente ao seu alvo terapêutico é apenas a ponta do “iceberg” na pesquisa 

de novos fármacos; pois o desafio, naturalmente, é traçar modificações 

moleculares que resultem em um fármaco com múltiplas propriedades 

aceitáveis, sobretudo com eficácia terapêutica, segurança, facilidade de 

formulação e que seja adequado para uso clínico (Pereira, 2007). 

Atualmente, as principais abordagens experimentais/pré-clínicas 

para doença de Chagas baseiam-se nos inibidores do ergosterol, no 

metabolismo da tripanotiona e do pirofosfato, nos análogos do 

lisofosfolipídeo, além da síntese de proteínas e purinas (Apt, 2010). 

É evidente que, para que os projetos de desenvolvimento de novos 

fármacos tenham sucesso em fornecer o medicamento correto para o 

paciente certo, deve haver desde o início uma compreensão clara das 

características do produto final para seu uso terapêutico (Wyatt et al., 

2011). Tais características são definidas no Perfil de Produtos-Alvo ou 

(Target Product Profile - TPP), que nada mais é, uma lista dos atributos 

essenciais necessários para que um fármaco específico seja um produto 

clinicamente bem sucedido e tenha um benefício substancial sobre as 

terapias já existentes (Wyatt et al., 2011). 

Considerado uma ferramenta importante no planejamento 

estratégico e tomada de decisão, o TPP é utilizado para definir: a 

população de pacientes alvo; os níveis aceitáveis de eficácia e 

segurança; a dosagem; o esquema terapêutico; bem como, as 

propriedades e níveis aceitáveis do custo de um novo medicamento 

(Frearson et al., 2007; Tebbey e Rink, 2009). Além disso, também 

fornece informações necessárias para: seleção de alvos; triagem de 

compostos considerados hits como ponto de partida para optimização e 

melhor planejamento de ensaios clínicos (Wyatt et al., 2011). Mais 

importante ainda, esse tipo de matriz facilita o rápido encerramento de 

projetos que nunca beneficiarão os pacientes, permitindo o 
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realinhamento de recursos valiosos em áreas potencialmente mais 

produtivas (Wyatt et al., 2011). 

Nesse sentido, podemos observar o TPP para doença de Chagas 

sugerido pela iniciativa Medicamentos para Doenças Negligenciadas, 

(DNDi - Drugs for Neglected Diseases initiative), uma organização sem 

fins lucrativos com a finalidade de desenvolver um modelo alternativo de 

P&D de medicamentos novos e accessíveis para as populações 

negligenciadas (Tabela 1). 
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Tabela 1. Perfil de Produtos-Alvo para doença de Chagas. 

  

 

 
Aceitável Ideal 

População alvo Crônico Crônico e agudo 

Cepas TcI, TcII, TcV e TcVI Todas 

Distribuição 

Geográfica 
Global Global 

Adulto/criança Adulto Todos 

Eficácia clínica 

Não inferior ao 

benznidazol em áreas 

endêmicas 

Superior ao benznidazol nas 

fases crônica e aguda da 

doença 

Segurança 

Superior ao benznidazol, 

com pouco 

monitoramento clínico e 

laboratorial 

Superior ao benznidazol, 

sem necessidade de 

monitoramento clínico e 

laboratorial 

Atividade contra 

cepas resistentes 
Não necessário 

Ativo contra cepas 

resistentes a nitrofuran e 

nitroimidazol 

Contraindicações Gestante/lactantes Nenhuma 

Precauções 
Não genotóxico, não pró-

arrítmico 

Não genotóxico, não 

teratogênico, não pró-

arrítmico 

Interações 

Interação clínica não 

significativa com 

antiarritmicos e 

anticoagulantes 

Nenhuma 

Apresentação Oral Oral 

Estabilidade 3 anos, zona climática IV 5 anos, zona climática IV 

Regime de dosagem Qualquer duração <30 dias 
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Embora a busca por novos fármacos demande um longo tempo de 

estudo, grandes recursos financeiros e ainda um elevado risco de perda 

dos investimentos, a descoberta de medicamentos para doença de 

Chagas está entrando em uma nova era (Chatelain, 2015). Podemos 

olhar para o futuro com mais confiança, mesmo que ainda haja um longo 

caminho a percorrer para compreender a complexidade dessa doença e 

as interações parasita-hospedeiro (Chatelain, 2015). 

 

1.3 Química Medicinal 

A utilização de estratégias moleculares e computacionais no 

desenvolvimento de fármacos, juntamente com abordagens de síntese 

orgânica, levaram a um aumento significativo na disponibilidade de 

dados biológicos, estruturais e químicos, tornando a pesquisa 

experimental e computacional intimamente conectadas (Juliano, 2013). 

A importância dessas abordagens têm sido corroboradas, pelo crescente 

número de publicações que descrevem o uso dessas estratégias na 

identificação de candidatos promissores a fármacos, muitos deles 

passando por ensaios clínicos e sendo aprovados para uso terapêutico 

(Eder et al., 2014). 

Nesse contexto, a química medicinal acaba atuando em diversas 

áreas do conhecimento de forma multidisciplinar. Primeiramente, 

preparando ou selecionando compostos apropriados para testes 

biológicos. Caso um ou uma série de compostos apresente atividade 

contra determinado alvo, o químico medicinal irá atuar no entendimento 

dos possíveis mecanismos de ação, nos processos de interação 

molecular e estrutural, e se possível ainda, em níveis energéticos 

(Copeland, 2002). 

O conhecimento a respeito da forma com que esses compostos 

são inativados através do metabolismo in vivo e os parâmetros físico-

químicos que determinam a biodisponibilidade dos compostos quando 
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administrados pela via oral, também se fazem necessárias. Além disso, 

ainda é preciso estabelecer uma relação entre a estrutura química e a 

atividade biológica (SAR), visando melhorar a eficácia em modelos in 

vitro e a segurança nos modelos animais (Segel, 1993). 

A análise de SAR é de extrema importância na optimização de 

compostos em química medicinal, uma vez que, a partir dos resultados 

obtidos, é possível planejar locais de substituição dos grupos funcionais 

que podem determinar atividades biológicas específicas capazes de 

aumentar a potência e a seletividade de compostos promissores 

(Bajorath, 2013). Outra abordagem é utilizar as relações quantitativas 

estrutura-atividade/propriedade (QSAR/QSPR), para estimar eventos 

associados à absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade 

(ADMET) (Berhanu et al., 2012). 

É evidente que cada vez mais, essas abordagens multidisciplinares 

e integradas irão se tornar indispensáveis na realização de estudos 

experimentais e computacionais para avaliar a farmacodinâmica e 

farmacocinética de moléculas com alto potencial para se tornarem 

candidatas a fármaco (Ferreira et al., 2018). 

 

1.4 Importância dos Produtos Naturais 

A natureza é um valioso reservatório de novos compostos 

bioativos. A utilização de produtos naturais para tratar moléstias é tão 

antiga quanto a civilização humana (Lahlou, 2013), tendo seu uso 

comprovado por documentos ancestrais originários da Índia, África do 

Norte e China (Phillipson, 2001).  

O “Ebers Papyrus”, o primeiro registro conhecido da prática 

farmacêutica egípcia, data de 1500 a.C. Nele constam, a utilização de 

mais de 700 compostos, principalmente de origem vegetal, detalhando a 

utilização em diferentes formulações, incluindo gargarejos, infusões, 
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pílulas e pomadas, com cerveja, leite, vinho e mel sendo comumente 

utilizados como veículos (Newman e Cragg, 2007). Outros escritos ainda 

incluem, a utilização do alho para problemas circulatórios e cardíacos e 

mandrake para alívio da dor (Kong et al., 2003). 

Tradicionalmente, fármacos anticâncer tais como taxol (Taxus 

brevifolia), vinblastina (Catharanthus roseus) e fármacos antimaláricos 

como quinina (Cinchona spp,) e artemisinina (Artemisia annua), 

utilizadas em terapias combinadas como tratamento de primeira escolha, 

foram todas descobertas a partir de produtos naturais e são utilizados 

até hoje no tratamento dessas doenças (Thomford et al., 2018). Existem 

também numerosos produtos naturais como estratégia para descoberta 

de novos fármacos com promissora atividade contra tripanossomatídeos 

(Jones et al., 2013; Singh et al., 2014; Althaus et al., 2017). 

Aproximadamente 60% de todos os fármacos aprovados pelo FDA 

(Food and Drug Administration) ou pela Agência Médica Europeia (EMA) 

têm produtos naturais como protótipo (Figura 8). Dentre esses 

fármacos, estão: o AZT e o aciclovir, provenientes de espojas marinhas; 

o captopril desenvolvido a partir do veneno de serpentes; paclitaxel e 

morfina, ambas isoladas de plantas (Wani et al., 1971; Patridge et al., 

2016), entre outros. 
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Figura 8. Origem dos 1562 fármacos desenvolvidos no período de 1981 a 2014 (em 

porcentagem), (B) macromolécula biológica: peptídeos, proteínas, etc; (N) produto natural 

inalterado; (NB) extrato botânico; (ND) produto natural modificado: semissintético; (S) fármaco 

totalmente sintético; (S/NM) composto sintético indicando inibição competitiva do substrato do 

produto natural (S*), (S*/NM) composto sintético com um farmacóforo natural; /NM indicando 

uma inibição competitiva; e (V) vacina;  Fonte: Adaptado de Newman, 2016. 

 

Atualmente, a medicina moderna é desenvolvida com base no 

conhecimento científico e nas tentativas observacionais dos cientistas. 

No entanto, o conhecimento relacionado à medicina tradicional tem sido 

um fator importante na investigação de plantas medicinais e na produção 

de produtos farmacêuticos, principalmente a partir do conhecimento 

antigo de nossos ancestrais (Brahmachari, 2012). Além disso, 

aproximadamente 80% dos medicamentos à base de plantas estão de 

acordo com seu uso etnofarmacológico (Dias et al., 2012). 

A maioria dos programas para desenvolvimento de novos fármacos 

para protozoários utilizam a triagem fenotípica de bibliotecas químicas 

sintéticas para encontrar compostos ativos, porém, tais bibliotecas são 

muitas vezes limitadas em diversidade estrutural (Fox et al., 2006). 

Sendo assim, os produtos naturais oferecem uma fonte alternativa de 



 

43 
 

compostos químicos altamente subexplorados que podem ser utilizados 

como modelos para a síntese de novos fármacos (Koehn e Carter, 2005; 

Beghyn et al., 2008). 

No entanto, a pesquisa de novos candidatos a fármacos a partir de 

produtos naturais é muitas vezes complexa, uma vez que, a atividade 

terapêutica dos extratos vegetais é geralmente devida à ação sinérgica e 

simultânea de vários compostos químicos (Li e Weng, 2017; Leonti e 

Verpoorte, 2017). Além disso, também existem compostos com 

componentes interferentes, como os taninos polifenólicos (Wall et al., 

1996) e PAINS que se referem a compostos promíscuos, os quais, 

devido a suas características estruturais reativas, não estabelecem 

interações seletivas, podendo gerar resultados falso negativos em uma 

série de ensaios (Glasera e Holzgrabe, 2016). 

Apesar disso, é evidente que os avanços tecnológicos tornaram 

possíveis o entendimento da complexidade dos produtos naturais. Afinal, 

um número impressionante de fármacos blockbuster foram isolados ou 

sintetizados a partir de compostos de origem natural, fazendo dessa 

abordagem, uma estratégia com alto potencial de sucesso (Thomford et 

al., 2018). 

 

1.5 Família Lauraceae 

A ordem Laurales tem como maior representante a família 

Lauraceae (APG III, 2009), que é conhecida desde a antiguidade, por 

apresentar registros de espécies dos gêneros Cinnamomum Schaeff e 

Persea Mill, datados da época do imperador chinês Chen-Nung (2800 

a.C). Outra espécie, bastante conhecida na história, na Europa Clássica, 

é Laurus nobilis, o louro, dedicado ao deus Apolo (Kostermans, 1952). 

A família Lauraceae possui distribuição pantropical sendo bem 

representada na América, Ásia tropical, Austrália e Madagascar, porém 
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pouco representativa no sul da África (Cronquist, 1992). Possui cerca de 

50 gêneros e 2.500-3.000 espécies (Rohwer 1993a; van der Werff e 

Richter 1996). No Brasil, estão presentes 23 gêneros e 434 espécies, 

dos quais 18 gêneros e 125 espécies foram descritos na região Nordeste 

do Brasil (Quinet et al., 2012). Em remanescentes de Floresta Atlântica, 

a família Lauraceae vem sendo apontada como uma das mais 

representativas, tanto em número de indivíduos quanto em riqueza de 

táxons (Quinet e Andreata, 2002). 

Em relação a aspectos econômicos, a família Lauraceae apresenta 

grande importância na indústria madeireira, sendo utilizada 

principalmente para mobiliários de luxo (Ocotea porosa) (Rizzini, 1971). 

Além disso, muitas plantas dessa família fornecem óleos essenciais e 

alcalóides empregados na perfumaria, cosmetologia e na produção de 

fármacos (Marques, 2001). A família Lauraceae também tem importância 

culinária, uma vez que, produz frutos comestíveis, como abacate (P. 

americana), especiarias, como canela (C. verum), folha de louro (L. 

nobilis) e cânfora (C. camphora) (Kubitzki e Kurz, 1984). 

No entanto, do ponto de vista ecológico apesar da grande 

diversidade, a exploração econômica, tem elevado o número de 

espécies ameaçadas de extinção. De acordo com a lista referendada 

pela comunidade científica (IUCN 2009) no Brasil, aproximadamente 36 

espécies da família Lauraceae estão ameaçadas de extinção. 

 

1.6 Nectandra leucantha 

Pertencente a família Lauraceae, o gênero Nectandra foi descrito 

por Rottboel em 1778, contendo apenas duas espécies, a partir de um 

manuscrito de Rolander (Rohwer, 1993b). Hoje são reconhecidas 114 

espécies, sendo considerado o segundo maior gênero dentro da família 

Lauraceae no Novo Mundo, depois do gênero Ocotea spp., com 

aproximadamente 350 espécies (Rohwer, 1993b) (Figura 9). 
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Figura 9. Nectandra leucantha Nees & Mart (Lauraceae). Fonte: UFRGS, 2018. 

 

O gênero é restrito às Américas tropical e subtropical e quase 

todas as espécies ocorrem entre os trópicos de Câncer e Capricórnio, 

onde são encontradas desde o norte da Flórida à Argentina (van der 

Werff, 1991). No Brasil, encontra-se representado por 43 espécies e 

possui grande diversidade na floresta Amazônica e Atlântica (Baitello et 

al., 2003). 

O primeiro relato da composição química do gênero Nectandra foi 

publicado por Tapia em 1898, descrevendo a identificação do 

sesquiterpeno caparrapiol de N. caparrapi. Porém, a variedade de 

substâncias biossintetizadas por esse gênero compreende ainda, 

terpenos, flavonóides, fenilpropanóides, lignanas, neolignanas e 

alcalóides (Garcez et al., 2009; Macías-Villamizar et al., 2015; Grecco et 

al., 2016). Estudos conduzidos principalmente na década de 70, 

identificaram as neolignanas como os principais metabólitos do gênero 

Nectandra (Gottlieb, 1972; Gottlieb, 1988). 

As lignanas e neolignanas compreendem uma classe de produtos 

naturais com uma grande diversidade de estruturas químicas, formadas 

pelo acoplamento de duas unidades fenilpropanoides (eugenol, álcool 

coniferílico, isoeugenol, etc) (Moss, 2000). A forma como estas unidades 
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são ligadas entre si determinam sua classificação: as lignanas ligam-se 

pela posição 8 e 8' da cadeia alifática, enquanto que as neolignanas são 

geradas pela ligação de qualquer outra posição da unidade 

fenilpropanoide que não seja 8 e 8' (Figura 10) (Moss, 200). 

 

 

Figura 10. Esqueletos carbônicos de lignanas e neolignanas. 

 

As oxineolignanas (geradas das ligações C-O-C') apresentam uma 

variedade de atividades biológicas, como antifúngica, leishmanicida, 

antioxidante, esquistossomicida, etc (Zacchino et al., 1997; Alves et al., 

1998; Barata et al., 2000; Kónya et al., 2001). 

Nosso grupo foi pioneiro em descrever a atividade anti-Leishmania 

(L.) donovani de três neolignanas isoladas de galhos de N. leucantha, 

sendo que o composto desidrodieugenol B (Figura 11) foi o mais ativo 

contra as formas amastigotas e o menos citotóxico (Costa-Silva et al., 

2015). 
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Figura 11. Estrutura do composto desidrodieugenol B isolado dos galhos e folhas de N. 

leucantha. Fonte: Costa-Silva et al., 2015. 

 

A atividade imunomoduladora desse composto em macrófagos 

medulares infectados com L. (L.) donovani, também foi observada, 

apresentando redução dos níveis de citocinas IL-6 e IL-10, exacerbantes 

na leishmaniose visceral (Costa-Silva et al., 2015). Posteriormente, o 

grupo também descreveu a atividade anti-T. cruzi de neolignanas 

provenientes das folhas de N. leucantha, incluindo também o composto 

desidrodieugenol B. Esse mesmo trabalho, também demonstrou por 

estudos in silico que os compostos isolados não pertenciam a categoria 

de PAINS, além de não apresentarem potencial carcinogênico, 

mutagênico ou genotóxico (Grecco et al., 2017). 

Considerando os resultados obtidos e a abundante presença do 

desidrodieugenol B, tanto nos galhos quanto nas folhas de N. leucantha, 

podemos sugerir a utilização desse composto como um protótipo 

promissor para a optimização, de uma neolignana mais potente e 

seletiva para o tratamento da doença de Chagas. 
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1.7 Justificativa e Relevância 

A doença de Chagas tornou-se um grave problema de saúde 

pública, pois além de ser endêmica em 21 países da América Latina, 

está em expansão para áreas consideradas não endêmicas. Essa 

enfermidade afeta principalmente áreas pobres, onde o acesso aos 

cuidados médicos e aos medicamentos são limitados. Além disso, a 

terapia atual apresenta inúmeras desvantagens como longos esquemas 

posológicos de administração e toxidade elevada. Cepas resistentes 

também dificultam o tratamento, uma vez que, os pacientes não 

respondem de forma adequada a medicação disponível. Sendo assim, a 

busca por novos tratamentos para a doença de Chagas é de extrema 

importância nos dias atuais. Considerando: i) a atividade anti-T. cruzi do 

desidrodieugenol B previamente observada; ii) perfil toxicológico seguro 

(determinado in silico) por não exibir potencial carcinogênico, 

mutagênico ou genotóxico; iii) não ser considerado um composto de 

interferência (PAINS); iv) ser um composto de baixa massa molecular e 

fácil síntese; v) ter atividade imunomodulatória in vitro, o presente 

trabalho se propôs estudar o potencial anti-T. cruzi de novos derivados 

semissintéticos do desidrodieugenol B e metildesidrodieugenol B.  
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2. OBJETIVOS 

Gerais 

Estudar in vitro o potencial anti-Trypanosoma cruzi de novos 

derivados semissintéticos do desidrodieugenol B e metildesidrodieugenol 

B, isolados da planta Nectandra leucantha e selecionar um composto 

para avaliação dos possíveis mecanismos de ação antiparasitária, 

potencial imunomodulatório e do perfil farmacocinético.  

Específicos 

 

1. Avaliar in vitro a Concentração Efetiva 50% (CE50) em formas 

tripomastigotas e amastigotas intracelulares de T. cruzi de 24 novos 

derivados semissintéticos. 

2. Avaliar in vitro a Concentração Citotóxica 50% (CC50) em células de 

mamífero. 

3. Estudar in silico a biodisponibilidade da série e avaliar sua 

semelhança a compostos de interferência (PAINS). 

4. Avaliar as relações de estrutura-atividade (SAR) da série 

semissintética.  

5. Estudar os possíveis mecanismos de ação de um composto ativo em 

ambas as formas do parasita, avaliando in vitro:  

a. Alterações na permeabilidade da membrana plasmática;  

b. Alterações no potencial de membrana plasmática (Δψp);  

c. Alterações no potencial de membrana mitocondrial (Δψm);  

d. Alteração na produção de espécies reativas de oxigênio  

(ROS); 

e. Alterações morfológicas por meio de microscopia eletrônica 

de varredura (MEV). 

6. Estudar o potencial imunomodulatório do composto selecionado em 

macrófagos medulares infectados e não infectados com o parasita. 

7. Determinar o perfil farmacocinético in vitro do composto selecionado. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Reagentes 

Alamar Blue® (resazurin), meio Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI 1640) sem vermelho de fenol, meio Hank's Balanced Salt 

Solution (HBSS), MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-

120 minutos-tetrazólio), foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Sytox 

Green®, Bisoxonol (Bis-(1,3-Diethylthiobarbituric Acid) Trimethine 

Oxonol), H2DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate), JC-1 

(5,5’,6,6’- tetrachloro- 1,1’,3,3’- tetraethylbenzimidazolyl carbocyanine 

Iodide), foram adquiridos da Molecular Probes® (Invitrogen™). Soro 

Fetal Bovino (SFB) foi obtido da Gibco e sulfato de gentamicina da 

Hipolabor Farmacêutica. Kit CBA (Cytometric Bead Array) Mouse 

Inflammation foi obtido da BD Biosciences e todos os outros reagentes 

não mencionados foram adquiridos da Sigma-Aldrich. 

 

3.2 Animais de Experimentação 

Camundongos BALB/c fêmeas foram fornecidos pelo biotério do 

Instituto Adolfo Lutz de São Paulo (IAL) e mantidos em caixas 

esterilizadas em ambiente controlado, recebendo água e alimento ad 

libitum. Todos os procedimentos realizados com os animais foram 

previamente aprovados pela Comissão de Ética em Pesquisa do Instituto 

Adolfo Lutz (Projeto CEUA-IAL/Pasteur nº 03/2011). 

 

3.3 Parasitas 

As formas tripomastigotas foram cultivadas em células LLC-MK2 

com meio RPMI-1640, suplementado com 2% de SFB a temperatura de 

37°C em estufa com 5% CO2 (Kesper et al., 2000; Reimão et al., 2008). 

Tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) isolados de cultura celular foram 
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utilizados para a triagem in vitro e infecção de macrófagos para 

obtenção das formas amastigotas. 

 

3.4 Células de Mamíferos 

Fibroblastos de tecido conjuntivo de camundongos, NCTC clone 

929 (ATCC® CCL-1™), foram fornecidos pela Seção de Culturas 

Celulares do Instituto Adolfo Lutz-SP e mantidos em meio RPMI-1640 

com 10% de SFB a 37°C em estufa com 5% CO2.  

Macrófagos peritoneais foram coletados por meio da lavagem da 

cavidade peritoneal de camundongos BALB/c com meio RPMI-1640 

acrescido de 10% de SFB. Foram obtidos também macrófagos 

medulares, a partir da lavagem do fêmur de camundongos BALB/c em 

meio RPMI-1640 suplementado com 20% de SFB e 10% de 

sobrenadante de células NCTC, previamente incubadas a 37°C em 

estufa com 5% de CO2 durante uma semana. Estas células, secretam no 

sobrenadante da cultura um fator estimulante de colônias de macrófagos 

(M-CSF), que é necessário para diferenciação das células de medula 

óssea em macrófagos medulares (Weischenfeldt e Porse, 2008). 

 

3.5 Derivados Semissintéticos 

Através de uma parceria entre o Instituto Adolfo Lutz (São Paulo), a 

Universidade Federal do ABC (São Paulo) e a Universidade de Oxford 

(Reino Unido), 24 derivados semissintéticos foram preparados a partir de 

alterações químicas dos compostos desidrodieugenol B e 

metildesidrodieugenol B, isolados dos galhos da planta N. leucantha. 

Os galhos foram coletados em março de 2014, no Parque 

Ecológico do Perequê, na cidade de Cubatão (São Paulo, Brasil) 

(Saraiva, 2018). As neolignanas foram isoladas pelo grupo do Profº Dr. 

João Henrique Ghilardi Lago (Centro de Ciências Naturais e Humanas, 
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Universidade Federal do ABC, Santo André - SP) e as modificações 

químicas foram realizadas pelo grupo do Profº Dr. Edward Anderson 

(Departamento de Química, Universidade de Oxford, Oxford-UK). 

Os compostos foram alterados a partir da estrutura original das 

neolignanas previamente isoladas, sendo posteriormente, caracterizados 

por RMN (Ressonância Magnética Nuclear) e EM (Espectrometria de 

Massas) de alta resolução. O grau de pureza foi superior a 97%, 

comprovado por HPLC (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência) 

(Saraiva, 2018) (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Estrutura e massa molecular (MM) do desidrodieugenol B, 

metildesidrodieugenol B e derivados semissintéticos. 

 Estrutura Molecular  MM Estrutura Molecular  MM 

O

O

HO

O

Composto 1 
desidrodieugenol B 
(Produto Natural) 

 
 
 

326,1518 

O

O

O

O

 
Composto 2 

metildesidrodieugenol B 
(Produto Natural) 

 
 
 

340,1675 

O

O

O

O

 
 

Composto 3  

 
 
 

354,1831 

O

O

O

O

 
 

Composto 4  

 
 
 

368,1988 

O

O

O

O

 
 

Composto 5  

 
 
 

382,2144 

O

O

O

O

 
 

Composto 6 

 
 
 

366,1831 
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O

O

O

O

 
 

Composto 7  

 
 
 

416,1988 
O

O

O

O

O

 
Composto 8  

 
 
 
 

368,1624 

O

O

O

O

O

 
Composto 9  

 
 
 

382,1780 

O

O

HO

O

 
 

Composto 10  

 
 
 

330,1831 

O

O

O

O

 
 

Composto 11  

 
 
 

344,1988 

O

O

O

O

 
 

Composto 12  

 
 
 

358,2144 

O

O

O

O

 
Composto 13  

 
 
 

372,2301 

O

O

O

O

 
Composto 14  

 
 
 

386,2457 

O

O

O

O

 
Composto 15  

 
 
 

370,2144 

O

O

O

O

 
Composto 16  

 
 
 

420,2301 

O

O

O

O

O

 
Composto 17  

 
 
 

372,1937 
O

O

O

O

O

 
Composto 18  

 
 
 

386,2093 
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O

O

HO

O

 
Composto 19  

 
 
 

326,1518 

O

O

O

O

 
Composto 20  

 
 
 

340,1675 

O

O

O

O

O

O

 
Composto 21 

 
 
 

372,1573 

O

O

O

O

OH

OH

 
Composto 22  

 
 
 

376,1886 

O

O

O

O

OH

OH  
Composto 23 

 
376,1886 

 

O

O

O

O

HO

OH

 
 
 

      Composto 24  

 
362,1729 

O

O

O

O

O

O

 
 

Composto 25  
 

316,0947 

 

O

O

O

O

O

O

 
 

Composto 26 

 
372,1573 

 

 

Todos os compostos foram dissolvidos em DMSO. Para os 

ensaios, a concentração do solvente não ultrapassou 0,5% (v/v) do 

volume final dos poços, para não causar danos adicionais aos parasitas 

e as células. 
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3.6 Determinação In Vitro da Concentração Efetiva 50% (CE50) 

Os compostos foram diluídos em série utilizando-se meio RPMI-

1640 em placas de 96 poços e em seguida formas tripomastigotas de T. 

cruzi foram adicionadas na concentração (1x106 parasitas/poço).  

As placas foram mantidas a temperatura de 37°C em estufa com 

5% CO2 durante 24h. Após esse período para a determinação da 

viabilidade dos parasitas, foi adicionado 20 µL de resazurina a 10%. As 

placas permaneceram incubadas por mais 20h sob as mesmas 

condições.  

Ao final do ensaio, a leitura foi realizada por absorbância em 

espectrofluorímetro de placas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate 

Reader) com filtro de excitação de 540 nm e emissão de 570 nm 

(Gehrke et al., 2013). Todos os experimentos realizados utilizaram o 

fármaco benznidazol como padrão e células não tratadas como controle 

negativo (100% viabilidade). 

 

3.7 Determinação In Vitro da Concentração Citotóxica 50% (CC50) 

Células NCTC clone L-929 (ATCC) foram adicionadas (6x104 

células/poço) em placas de 96 poços e incubadas a 37°C em estufa com 

5% CO2 durante 48h com os compostos diluídos serialmente em meio 

RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB.  

A viabilidade celular foi determinada pela adição de MTT (0,5 

mg/mL/poço) e incubação durante 4h. A reação foi interrompida com a 

adição de SDS (10%) e após 24h a leitura da placa foi realizada em 

espectrofluorímetro (FilterMax F5Multi-Mode) com absorbância de 570 

nm (Tada et al., 1986). 

O fármaco benznidazol foi utilizado como padrão e células não 

tratadas serviram como controle negativo (100% viabilidade). Para 
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verificar a possível ocorrência de interferências na absorbância, 

controles contendo apenas os compostos e MTT também foram 

utilizados. 

 

3.8 Amastigotas Intracelulares 

Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram 

adicionados (1x105 células/poço) em placas NUNC de 16 poços em 

meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB, e incubados a 37°C 

em estufa com 5% CO2 durante 24h.  

Posteriormente, foi realizada a infecção com tripomastigotas de T. 

cruzi na proporção 10:1 (tripomastigotas/macrófago) e as placas foram 

incubadas durante 4h. Após esse período, foi realizada uma lavagem 

para remoção dos parasitas não internalizados, para o ínicio do 

tratamento.  

Os macrófagos infectados foram tratados com os compostos 

diluídos serialmente em meio RPMI-1640 suplementado com 2% de 

SFB, por 48h sob as mesmas condições descritas anteriormente 

(Tempone et al., 2007). Ao final do experimento, as células foram fixadas 

com metanol e coradas com Giemsa. Para determinação da 

concentração efetiva 50%, foram contados em microscópio óptico 200 

macrófagos/poço e as respectivas amastigotas intracelulares presentes 

(Chang et al., 1986). 

 

3.9 Determinação do Índice de Seletividade 

O índice de seletividade dos compostos foi determinado por meio 

da razão: 

 
IS = CC50 em células de mamífero 

        CE50 em amastigotas intracelulares 
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3.10 Alterações na Permeabilidade da Membrana Plasmática 

Para avaliar as possíveis alterações na permeabilidade da 

membrana plasmática celular, foi utilizada a sonda Sytox Green®, um 

marcador fluorescente de ácidos nucléicos e impermeável a células 

viáveis. O fluoróforo é capaz de penetrar facilmente na célula, quando 

está se encontra comprometida (Johnson e Spence, 2010). Desta forma, 

o aumento na captação da fluorescência, está diretamente relacionado à 

quantidade de fluoróforo que se liga aos ácidos nucleicos, indicando 

possíveis alterações na permeabilidade celular. 

Tripomastigotas de T. cruzi foram adicionados (2x106 

parasitas/poço) em placas pretas de 96 poços e incubados com Sytox 

Green® (1 µM) a 37ºC estufa com 5% CO2 por 15 minutos, juntamente 

com o composto selecionado. A fluorescência foi monitorada a cada 20 

minutos durante 60 minutos. Todas as leituras foram realizadas no 

espectrofluorímetro (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) com 

filtros de excitação e emissão de 485 nm e 520 nm, respectivamente 

(Chicharro et al., 2001). 

A permeabilização máxima foi obtida na presença de Triton-X100 

0,5% (v/v) e parasitas não tratados foram utilizados como controle 

negativo (100% viabilidade, membrana integra) (Kulkarni et al., 2009). 

Para verificar a possível ocorrência de interferências na fluorescência, 

controles contendo apenas o composto e o fluoróforo foram adicionados 

em todos os experimentos. 

 

3.11 Alterações Morfológicas por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) 

Tripomastigotas de T. cruzi (1x106) foram incubados com o 

composto selecionado em meio RPMI-1640 sem SFB, a 37ºC em estufa 

com 5% CO2 durante 60 minutos. Depois, os parasitas foram lavados 



 

58 
 

duas vezes em PBS, pH 7,2 e aderidos em lamelas previamente 

revestidas com poli-L-lisina aquosa a 0,1% durante 30 minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida, os parasitas foram ressuspensos e 

fixados em glutaraldeído a 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, 

pH 7,2, contendo sacarose a 0,146 M e CaCl2 5 mM durante 60 minutos 

à temperatura ambiente. O preparo da amostra para análise foi feito 

conforme descrito em (Akers et al., 2013). As imagens foram analisadas 

e fotografadas utilizando um Microscópio Eletrônico de Varredura 

(Quanta-FEG). 

 

3.12 Alterações no Potencial de Membrana Plasmática (Δψp) 

As possíveis alterações na despolarização do potencial de 

membrana plasmática foram medidas utilizando a sonda Bisoxonol; bis 

(1,3-dietiltiobarbitúrico) trimetina-oxonol [DiSBAC2 (3)] (Luque-Ortega e 

Rivas, 2010). Devido ao potencial negativo da membrana plasmática, a 

ligação dessa sonda fluorescente é impedida. Uma vez que, o potencial 

da membrana plasmática é alterado, a sonda insere-se na bicamada 

lipídica aumentando sua fluorescência. 

Tripomastigotas de T. cruzi (2x106 parasitas/poço) foram lavados 

com HBSS + Glicose, e incubados com o composto selecionado a 37ºC 

em estufa com 5% CO2 por 60 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,2 

µM de [DiSBAC2 (3)] num volume final de 500 µL/tubo e incubou-se 

novamente a 37ºC durante 10 minutos.  

Após esse período, as amostras foram lidas em citômetro de fluxo 

Attune NxT (Thermo Fisher Scientific). Gramicidina D (0,5 µg/mL) foi 

utilizada como controle positivo do experimento. Parasitas não tratados 

foram utilizados como controles negativos. Dois experimentos 

independentes foram realizados, cada um com amostras duplicadas. 
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3.13 Alterações no Potencial de Membrana Mitocondrial (Δψm) 

A sonda JC-1 é um marcador de potencial que se acumula na 

mitocôndria, cujo espectro de emissão varia entre o verde (530 nm) e o 

vermelho (590 nm). Em baixas concentrações, existe na forma de 

monômeros (fluorescência verde) e em altas concentrações, na forma de 

J-agregados (fluorescência vermelha). Considerando que a formação de 

J-agregados aumenta linearmente com o potencial da membrana 

mitocondrial, a despolarização pode ser analisada então pela diminuição 

da razão de fluorescência vermelha/verde (Cossarizza et al., 1993; 

Johnson e Spence, 2010). 

Tripomastigotas de T. cruzi (2x106 parasitas/poço) foram incubados 

com o composto selecionado a 37ºC em estufa com 5% CO2 por 120 

minutos. Uma lavagem foi realizada e posteriormente JC-1 (10 µM) foi 

adicionado. Após 20 minutos de incubação a fluorescência foi medida 

em citômetro de fluxo (Atunne NxT) com filtro de excitação 488 nm e 

emissão 530 nm (BL-1) e 574 nm (BL-2). 

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado por meio da 

razão BL-2/BL-1 (vermelha/verde) (Mukherjee et al., 2002). A 

despolarização máxima foi obtida na presença de CCCP (50 µM) e 

parasitas não tratados foram utilizados como controle negativo (100% 

viabilidade, potencial normal). 

 

3.14 Alterações na Produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

(ROS) 

A sonda H2DCFDA é um marcador não fluorescente, permeável a 

células. Após a clivagem de seus grupos acetato por esterases 

intracelulares e sofrer oxidação, é convertido para a forma fluorescente 

2',7'-dichlorofluorescein (DCF). A utilização deste marcador torna 
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possível a observação de alterações celulares na produção de espécies 

reativas de oxigênio (Johnson e Spence, 2010). 

Tripomastigotas de T. cruzi (2x106 parasitas/poço) foram 

adicionados em placas pretas de 96 poços e incubados a 37ºC em 

estufa com 5% CO2 por 120 minutos juntamente com o composto 

selecionado. Posteriormente, H2DCFDA (5 µM) foi acrescentado, e após 

15 minutos de incubação a fluorescência foi medida em 

espectrofluorímetro (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) com 

filtros de excitação e emissão de 485 nm e 520 nm, respectivamente 

(Mukherjee et al., 2002). Azida foi utilizada como controle positivo e 

parasitas não tratados como controle negativo (100% viabilidade, 

produção basal). 

 

3.15 Avaliação da Ativação de Macrófagos Medulares  

 

Para complementar os estudos de mecanismo de ação, a ativação 

de macrófagos medulares também foi avaliada. Nesse sentido, é 

possível estabelecer se o composto induz uma resposta diretamente 

ligada ao parasita ou se a imunomodulação da célula hospedeira 

desempenha um papel significativo. 

Macrófagos medulares (5x105 células/poço) foram adicionados em 

placas de 24 poços e incubados a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 

24h. Após esse período, foi realizada a infecção com tripomastigotas de 

T. cruzi na proporção 10:1 (amastigotas/macrófago) e as placas foram 

novamente incubadas durante 4h. Foi realizada uma lavagem para 

remoção dos parasitas não internalizados. Posteriormente, os 

macrófagos foram tratados com o composto selecionado em três 

concentrações (40, 20 e 10 µM) em meio RPMI-1640 suplementado com 

10% de SFB, por 48h sob as mesmas condições descritas 

anteriormente. Ao final da incubação, o sobrenadante dos poços foi 

coletado para realização dos estudos subsequentes de dosagem de 



 

61 
 

citocinas. Os experimentos foram realizados também utilizando 

macrófagos não infectados, sob as mesmas condições. 

 

3.16 Dosagem de Citocinas 

O Kit CBA foi utilizado para quantificar as citocinas IL-6, IL-10, 

MCP-1, IFN-ɣ, TNF e IL-12p70. Através de beads de tamanho e 

intensidade de fluorescência conhecidos, analitos solúveis podem ser 

detectados. Essencialmente, o Kit contém beads de captura conjugadas 

a um anticorpo específico para a citocina de interesse e o reagente de 

detecção que é uma mistura de anticorpos conjugados, ligados ao 

fluoróforo PE. 

 Quando essas beads de captura e o reagente de detecção são 

incubados com uma amostra desconhecida contendo o analito, são 

formados os complexos sanduíche (bead de captura + analito + reagente 

de detecção). A fluorescência dos complexos é proporcional a 

quantidade de analito ligado e pode ser medida utilizando citometria de 

fluxo (Morgan et al., 2004). 

A quantificação de citocinas foi realizada no sobrenadante obtido a 

partir de macrófagos infectados e não infectados utilizando o Kit CBA 

conforme as instruções do fabricante. As fluorescências foram medidas 

em citômetro de fluxo (BD LSRFortessa) e a análise dos dados foi 

realizada utilizando o software FCAP Array (v,3). A produção máxima de 

citocinas foi obtida na presença de LPS 50 µg/mL e células não tratadas 

foram utilizadas como controle negativo (100% viabilidade, produção 

basal). 

 

3.17 Teste de Solubilidade 

A solubilidade aquosa do composto selecionado foi determinada 

utilizando nefelometria a laser. O composto foi solubilizado na 
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concentração de 10 mM em DMSO. A diluição em série foi realizada no 

intervalo de concentração entre 250 e 12 μM em placa contendo água 

Milli-Q, não sendo ultrapassanda a concentração final de 2,5% de DMSO 

(Hoelke et al., 2009). As amostras em triplicata foram transferidas para 

uma placa de poliestireno de fundo plano para leitura no equipamento 

NEPHELOstar (BMG Lab Technologies). A quantidade de dispersão do 

laser causada por partículas insolúveis (unidades de nefelometria 

relativa, UNR) foram plotadas em relação a concentração do composto 

utilizando uma regressão segmentar. A solubilidade aquosa foi 

determinada pelo ponto de inflexão em μM do composto testado. 

 

3.18 Índice de Hidrofobicidade Cromatográfica (LogD7.4) 

O composto selecionado foi preparado a 0,25 mM a partir da 

solução estoque de 10 mM em 50/50 (acetonitrila/água) numa placa de 

96 poços. Soluções individuais de 1 mg/mL dos 11 compostos de 

calibração: paracetamol, teofilina, cafeína, benzimidiazole, colchicina, 

carbamazepina, índole, propiofenona, butirofenona, valerofenona e 

heptanofenona foram solubilizadas em DMSO. A mistura de calibração 

foi então preparada adicionando-se 100 μl de cada uma das soluções de 

calibração individuais 1 mg/ml a 9 ml de 50/50 (acetonitrila/água) para 

obtenção de uma concentração final de 10 μg/mL (Camurri e Zaramella, 

2001). As amostras foram processadas em equipamento Shimadzu SIL-

30AC M e analisadas no software Shimadzu LabSolutions v5.91. 

 

3.19 Teste de Permeabilidade em Membrana Artificial Paralela 

(PAMPA) 

O ensaio de permeabilidade foi realizado utilizando uma placa BD 

Gentest™ PAMPA pré-revestida de 96 poços. Cada poço foi dividido em 

duas câmaras; doadora e receptora, separadas por uma camada tripla 

lipídica construída em um filtro poroso. O composto foi preparado a partir 
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da solução estoque de 10 mM em solução salina tamponada com fosfato 

em pH 7,4 e diluído a 10 µM. O composto foi então adicionado na 

câmara doadora da placa e apenas solução salina tamponada com 

fosfato foi adicionada na câmara receptora. A placa PAMPA permaneceu 

à temperatura ambiente por 5h. Após esse tempo, uma alíquota (100 µl) 

foi então removida dos compartimentos doador e receptor sendo 

adicionadas em 80 µl de acetonitrila contendo o padrão interno 

(donepezil 50 ng/mL) (Baragaña et al., 2016). As amostras foram 

centrifugadas durante 10 min a 4°C em 3.270 rpm para sedimentação de 

proteína e o sobrenadante encaminhado para análise em UPLC-MS/MS 

no equipamento Quattro Premier XE (Waters Corp. EUA). Atenolol, 

propranolol e verapamil a 100 µM foram utilizados como controles de 

baixa, média e alta permeabilidade respectivamente. 

 

3.20 Teste de Estabilidade em Plasma de Camundongo 

O composto selecionado foi incubado na concentração de 50 μM 

com plasma de camundongo em tampão fosfato pH 7,4. Os inibidores de 

esterase BNPP (4-Bis Phenyl Nitrophospate) e PMSF (Phenyl Methyl 

Sulfhonyl Fluoride) foram preparados a 10 mM e concentração final em 

plasma de 100 μM, sendo utilizados como controles negativos do 

experimento. Após a adição do composto, imediatamente no tempo zero, 

e então aos 3, 6, 9, 15, 30 e 60 minutos, uma alíquota (80 μL) da mistura 

de incubação foi removida e adicionada em 100 μL de acetonitrila 

contendo o padrão interno (donepezil 50 ng/mL) para interrupção da 

reação (Yamaori et al., 2006). As amostras foram centrifugadas durante 

10 min a 4°C em 3.270 rpm para sedimentação de proteína e o 

sobrenadante encaminhado para análise em UPLC-MS/MS no 

equipamento Quattro Premier XE (Waters Corp. EUA). Procaína a 50 μM 

foi utilizada como um controle positivo para confirmar o desempenho 

aceitável do ensaio. 
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3.21 Clearance em Hepatócitos de Camundongo 

O composto selecionado foi incubado na concentração de 0,5 μM 

com hepatócitos de fígado de camundongo Balb/C (fêmeas) na 

concentração de (2,5x105 células/poço) em meio WME (Williams Media 

E) e preparados de acordo com as normas do fabricante 

(Gibco/Invitrogem Life Tecnologies™). Imediatamente, no tempo zero, e 

então aos 5, 10, 20, 30, 45 e 60 minutos, uma alìquota (50 μL) da 

mistura de incubação foi removida e adicionada em 100 μL de 

acetonitrila contendo o padrão interno (donepezil 50 ng/mL) para 

interrupção da reação (Arias et al., 1988). As amostras foram 

centrifugadas durante 10 min a 4°C em 3.270 rpm para sedimentação de 

proteína e o sobrenadante encaminhado para análise em UPLC-MS/MS 

no equipamento Quattro Premier XE (Waters Corp. EUA). Verapamil a 

0,5 μM foi utilizado como um controle positivo para confirmar o 

desempenho aceitável do ensaio. 

 

3.22 Análise Estatística 

A determinação dos valores de CC50 e CE50 foi realizada a partir de 

curvas sigmoides dose-resposta e a significância estatística entre 

amostras foi avaliada através dos valores de P pelo método One-way 

ANOVA, aplicando o teste Tukey's Multiple Comparison. Todas as 

análises foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism 5,0. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Determinação In vitro das Concentrações Efetiva 50% (CE50) e 

Citotóxica (CC50)  

A atividade anti-T. cruzi foi avaliada utilizando-se o ensaio 

colorimétrico de resazurina. Dentre os 24 novos derivados de 

neolignanas (3 – 26), 6 compostos apresentaram concentração efetiva 

50% (CE50) menor que 100 µM contra as formas tripomastigotas com 

valores de CE50 entre 7 e 76 µM (Tabela 3). 

A citotoxicidade foi determinada em células NCTC e após 48h de 

incubação a viabilidade foi determinada pelo método colorimétrico do 

MTT. Dezenove compostos não apresentaram citotoxicidade em células 

de mamíferos até a concentração mais alta testada de 200 µM. Cinco 

compostos demonstraram toxicidade com valores de CC50 entre 57 e 

156 µM (Tabela 3). 

Tabela 3. Atividade de neolignanas semissintéticas contra formas 

tripomastigotas e amastigotas intracelulares de T. cruzi, citotoxicidade 

em células de mamíferos NCTC e Índice de Seletividade. 

Composto 

CE50 
tripomastigotas 

T. cruzi (μM) 
(DP) 

CE50 
amastigotas 
T. cruzi (μM) 

(DP) 

Citotoxicidade 
NCTC 

CC50 (μM) 
(DP) 

IS 

1  
desidrodieugenol B 
(Produto Natural)* 

38,6 86,5 >200 >2,3 

2  
metildesidrodieugenol 

B 
(Produto Natural)* 

NA NA >200 ND 

3 NA NA >200 ND 

4 NA 16,4 ± 0,4 >200 >12 

5 NA NA >200 ND 

6 NA NA >200 ND 
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7 NA 9,5 ± 1,3 >200 >21 

8 64,2 ± 8,2 8,0 ± 5,8 64,4 ± 4,2 8,0 

9 30,5 ± 10,4 10,0 ± 0,8 75,0 ± 13,8 7,5 

10 7,9 ± 0,7 NA 57,7 ± 1,1 ND 

11 NA 13,3 ± 11,2 >200 >15 

12 NA NA >200 ND 

13 NA NA >200 ND 

14 NA NA >200 ND 

15 NA 9,4 ± 3,9 >200 >21 

16 NA 7,5 ± 1,1 >200 
      

>26 
 

17 21,5 ± 2,9 NA 66,3 ± 6,0 ND 

18 NA NA 156,1 ± 15,0 ND 

19 26,6 ± 5,3 NA >200 ND 

20 NA 12,2 ± 3,5 >200 
      

>16 
 

21 
                         

NA 
 

                 
NA 

 
>200 ND 

22 NA NA >200 ND 

23 NA NA >200 ND 

24 NA NA >200 ND 

25 NA NA >200 ND 

26 76,4 ± 18,1 NA >200 ND 

Benznidazol 17,7 ± 1,9 5,0 ± 1,5 >200 40 

 
CE50 – Concentração Efetiva 50%, CC50 – Concentração Citotóxica 50%, ND – 

Não determinado, NA – Não Ativo, DP – Desvio Padrão, *Grecco et al., 2017. 
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A atividade contra a forma amastigota intracelular de T. cruzi foi 

determinada a partir da incubação dos compostos com macrófagos 

peritoneais, previamente infectados com tripomastigotas. Dentre os 24 

compostos, 8 apresentaram atividade contra os amastigotas 

intracelulares, com valores de CE50 entre 7 e 16 µM (Tabela 3). 

Considerando a relação entre atividade contra amastigotas 

intracelulares e a citotoxicidade em células NCTC, foi possível observar 

que o índice de seletividade dos compostos, variou de 7,5 a >26. 

Benznidazol foi utilizado como fármaco padrão e resultou em valores 

CE50 de 17,7 µM (± 1,9) contra tripomastigotas e 5 µM (± 1,5) contra 

amastigotas intracelulares (Tabela 3).  

O composto 8 eliminou 100% dos amastigotas intracelulares, sem 

afetar a viabilidade das células hospedeiras na concentração mais 

elevada testada de 30 µM (Figura 12) e por esse motivo, foi selecionado 

para os estudos de mecanismo de ação. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Aspectos morfológicos de macrófagos infectados e tratados com o composto 8. (A) 

macrófagos infectados e não tratado (controle), (B) macrófagos infectados e tratados com o 

composto 8 (30 µM). Microscopia óptica (A - aumento 1000X, B - aumento 400X). Seta amarela: 

núcleo do macrófago. Seta vermelha: amastigota de T. cruzi. 
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4.2 Estudos in silico de Biodisponibilidade, PAINS e Análise da 

Relação Estrutura-Atividade (SAR) dos Derivados Semissintéticos de 

Neolignanas 

Os estudos in silico farmacocinéticos, físico-químicos e 

toxicológicos, associados ao êxito clínico, foram realizados com a série 

semissintética de neolignanas utilizando o servidor web FAF-Drugs4. O 

servidor tem como base parâmetros da farmacêutica Lilly®, por meio do 

“Lilly MedChem Rules”, incluindo fosfolipidose, solubilidade aquosa e 

predições sobre administração oral. Os resultados demonstraram que 

esta série apresenta uma boa biodisponibilidade oral baseado em 15 

descritores físico-químicos para fármacos orais. Foi predito para o 

composto 8, uma boa biodisponibilidade oral com base nos filtros “Veber 

rule”, “Egan Rule”, e “Bayer Oral Property Space Rules”. Além disso, os 

compostos da série não demonstraram potencial para induzir 

fosfolipidose. Com base em três filtros disponíveis, nenhum dos 

derivados semissintéticos apresentaram potencial para atuar como 

compostos de interferência (PAINS).  

Com base na atividade anti-T. cruzi do produto natural fenólico 

desidrodieugenol B 1, a falta de atividade e ausência de citotoxicidade 

para o produto natural correspondente (éter metílico 

metildesidrodieugenol B) 2, foi hipotetizado que o fenol era importante 

tanto para a atividade do T. cruzi quanto para a citotoxicidade em células 

de mamífero.  

Dentre os 24 novos derivados semissintéticos da série, oito 

compostos sem o fenol livre demonstraram atividade contra os 

amastigotas intracelulares e maior potência em comparação ao produto 

natural 1. A eterificação do fenol em C4 melhorou consistentemente a 

seletividade dos compostos. Todos os análogos de éter semissintéticos 

não demonstraram citotoxicidade até a concentração máxima testada. 

Dois análogos, éter propílico 4 e éter benzílico 7, foram mais potentes 

contra formas amastigotas de T. cruzi do que o composto 1. Os análogos 
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de ésteres 8 e 9 demonstraram um aumento da potência contra os 

amastigotas intracelulares de T. cruzi e uma leve diminuição de 

seletividade quando comparados aos análogos de éter 4 e 7. Apesar da 

diminuição da seletividade dos ésteres em comparação aos éteres, os 

ésteres 8 e 9 apresentaram valores de índice de seletividade melhores 

em comparação ao produto natural 1. Desta forma, os dados sugeriram 

que a presença do fenol não era necessária para a atividade destes na 

forma amastigota intracelular de T. cruzi, sendo provável ainda que 

exerça um papel na citotoxicidade nas células de mamífero. Ainda, os 

ésteres 8 e 9 apresentaram atividade contra ambas as formas do 

parasita, ao contrário dos análogos éter 3 e 4. 

Os grupos alílicos parecem desempenhar um papel fundamental na 

atividade contra o T. cruzi. A redução do composto 1 ao análogo 

totalmente saturado 10 eliminou a atividade em amastigotas de T. cruzi, 

porém, demonstrou pouca influência em relação a atividade contra as 

formas tripomastigotas, assim como na citotoxicidade. Inversamente, a 

redução do composto 2 para produzir o composto 11 melhorou 

drasticamente a atividade em amastigotas e o índice de seletividade.  

Os análogos de éter totalmente saturados 12, 13 e 14 foram 

inativos. No entanto, éteres insaturados tais como o éter alílico 15 e o 

éter benzílico 16 exibiram uma atividade robusta contra as formas 

amastigotas de T. cruzi. Os análogos de éster saturados 17 e 18 não 

foram ativos contra os amastigotas. No entanto, o éter metílico saturado 

11 demonstrou atividade, apesar do análogo 2 ser inativo. Análogos 

substituindo os grupos alílicos pelos grupos doadores de ligação de 

hidrogênio e aceptores, compostos 21-26, não exibiram atividade contra 

as formas amastigotas de T. cruzi. Por fim, foi possível obsevar que o 

metil éter 20, o qual apresenta dupla ligação de conformação trans 

interna, foi ativo contra amastigotas de T. cruzi. No entanto, o fenol 

correspondente 19, não demonstrou atividade contra os amastigotas 

intracelulares. 
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4.3 Alterações na Permeabilidade da Membrana Plasmática 

Utilizando formas tripomastigotas de T. cruzi, o composto 8 foi 

incubado com a sonda fluorescente Sytox Green® para avaliar a 

permeabilidade da membrana plasmática. Após 60 minutos de 

incubação pode-se verificar que o composto 8 não induziu alterações 

significativas quando comparado aos parasitas não tratados. Triton-X100 

foi utilizado como controle positivo e incluído no final do ensaio para 

todos os grupos (Figura 13). 
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Figura 13. Avaliação por espectrofluorimetria da permeabilidade da membrana plasmática de 

tripomastigotas de T. cruzi tratados com o composto 8 na CE50 (64 µM) utilizando o fluoróforo 

Sytox Green
®
 (excitação 485 nm e emissão 520 nm). Ensaio representativo de duas repetições 

realizadas. 

 

Para avaliar se o composto poderia induzir alterações na 

permeabilidade da membrana plasmática em células de mamíferos, 

macrófagos peritoneais também foram analisados e nenhuma alteração 

foi observada após 60 minutos (Figura 14). 
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Figura 14. Avaliação por espectrofluorimetria da permeabilidade da membrana plasmática de 

macrófagos tratados com o composto 8 na CE50 (64 µM) utilizando o fluoróforo Sytox Green
®
 

(excitação 485 nm e emissão 520 nm). Ensaio representativo de duas repetições realizadas. 

 

As leituras foram realizadas a cada 20 minutos e a porcentagem de 

permeabilização da membrana plasmática foi representada com dados 

normalizados em relação ao último tempo do controle positivo. 

 

4.4 Alterações Morfológicas por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) 

Tripomastigotas de T. cruzi foram incubados com o composto 8 

para estudos de microscopia eletrônica de varredura (MEV). Após 60 

minutos pode-se observar que a morfologia do parasita, incluindo a 

membrana plasmática não apresentaram alterações, quando 

comparados ao grupo não tratado, corroborando os dados observados 

no ensaio de Sytox Green® (Figura 15). 
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Figura 15. Microscopia eletrônica de varredura de formas tripomastigotas de T. cruzi tratadas 

com o composto 8 na CE50 (64 µM). (A) e (B) controle não tratado, (C) e (D) parasita tratado com 

o composto 8 por 60 minutos. 

 

 

4.5 Alterações no Potencial de Membrana Plasmática (Δψp) 

O potencial elétrico da membrana plasmática de tripomastigotas de 

T. cruzi foi investigado na presença do composto 8 por meio das 

análises de citometria de fluxo.  

Após 60 minutos de incubação, nenhuma alteração significativa foi 

observada quando comparado ao controle não tratado (Figura 16). A 

gramicidina, um polipeptídeo antibacteriano comercial, foi utilizado como 

controle positivo para indução da despolarização do potencial de 

membrana plasmática. 
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Figura 16. Avaliação do potencial de membrana plasmática de tripomastigotas de T. cruzi, 

avaliados por citometria de fluxo e tratados com o composto 8 na CE50 (64 µM), utilizando a 

sonda bisoxonol. Ensaio representativo de duas repetições realizadas.  

 

4.6 Alterações no Potencial de Membrana Mitocondrial (Δψm) 

Utilizando análises de citometria de fluxo, a capacidade do 

composto 8 em alterar o potencial de membrana mitocondrial de 

tripomastigotas de T. cruzi foi investigado. O potencial de membrana 

mitocondrial foi estudado na presença da sonda fluorescente JC-1.  

Após 120 minutos de incubação, o composto 8 induziu uma 

redução significativa (p<0,05) nos níveis de fluorescência quando 

comparado aos parasitas não tratados, resultando na despolarização da 

membrana mitocondrial (Figura 17).  
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Figura 17. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial de tripomastigotas de T. cruzi 

tratados com o composto 8 na CE50 (64 µM), utilizando a sonda JC-1 (excitação 488 nm e 

emissão 563/574 nm). Ensaio representativo de duas repetições realizadas. ***p< 0,001. 

 

O cianeto de carbonila m-clorofenil hidrazona (CCCP) foi utilizado 

como controle positivo na concentração (50 μM) e resultou em uma 

significativa despolarização do potencial de membrana mitocondrial. 

 

 

4.7 Alterações na Produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

Os níveis de espécies reativas de oxigênio em tripomastigotas 

foram determinados utilizando a sonda fluorescente H2DCf-DA. O 

composto 8 reduziu significativamente (p<0,05) os níveis de ROS após o 

tratamento durante 120 minutos, quando comparado aos parasitas não 

tratados. Azida sódica foi utilizada como controle positivo do 

experimento (Figura 18).  
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Figura 18. Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em tripomastigotas de T. cruzi 

tratados com o composto 8 na CE50 (64 µM). Ensaio representativo de duas repetições 

realizadas. ***p< 0,001. 

 

4.8 Dosagem de Citocinas  

A capacidade do composto 8 para modular a resposta imunológica 

dos macrófagos foi investigada utilizando citometria de fluxo.  Em 

macrófagos não infectados, os níveis das citocinas IL-6 e IL-10 foram 

reduzidos significativamente (p<0,05) após o tratamento com o 

composto 8 (Figura 19). Pode-se observar também, que os níveis da 

quimiocina MCP-1 foram aumentados de forma significativa (p<0,05) 

após o tratamento. Já os níveis da citocina TNF-α, não foram alterados 

de forma significativa nos macrófagos não infectados e tratados com o 

composto 8 (Figura 19). 
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Figura 19. Dosagem de citocinas em macrófagos medulares não infectados, tratados com o 

composto 8 em três concentrações utilizando o kit CBA. Ensaio representativo de duas 

repetições realizadas. Limite de detecção: IL-6 (5 pg/mL a 5000 pg/mL); IL-10 (10 pg/mL a 5000 

pg/mL); MCP-1 (10 pg/mL a 5000 pg/mL) e TNF-α (5 pg/mL a 5000 pg/mL). *p<0,05; **p<0,01; 

***p< 0,001. 

 

No entanto, nenhuma alteração significativa foi observada nos 

níves das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-α, bem como nos nìveis da 

quimiocina MCP-1 em macrófagos infectados com tripomastigotas de T. 

cruzi e tratados com o composto 8 em três concentrações diferentes 

(Figura 20). LPS foi utilizado como controle interno dos experimentos. 
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Figura 20. Dosagem de citocinas em macrófagos medulres infectados com tripomastigotas de T. 

cruzi e tratados com o composto 8 em três concentrações diferentes, utilizando o kit CBA. Ensaio 

representativo de duas repetições realizadas. Limite de detecção: IL-6 (5 pg/mL a 5000 pg/mL); 

IL-10 (10 pg/mL a 5000 pg/mL); MCP-1 (10 pg/mL a 5000 pg/mL) e TNF-α (5 pg/mL a 5000 

pg/mL). 

 

4.9 Solubilidade cinética 

A solubilidade do composto 8 foi avaliada por nefelometria a laser. 

Nossos resultados mostraram que o composto apresentou solubilidade 

mínima de 24 µM e máxima de 31 µM, com média de 27,5 µM. 

Considera-se que um composto com valor de solubilidade inferior a 1 μM 

é “altamente insolúvel”, enquanto que compostos com valor entre 1 e 

100 μM e > 100 μM são considerados "parcialmente solúveis" e 

"solúveis", respectivamente. 

IL - 6

M
10

 
M

20
 

M
40

 

C
ontr

ol

LP
S

0

50

100

150

0

2000

4000

6000

8000

10000

p
g

/m
L

IL - 10

M
10

 
M

20
 

M
40

 

C
ontr

ol

LP
S

0

50

100

150

0

200

400

600

800

p
g

/m
L

MCP - 1

M
10

 
M

20
 

M
40

 

C
ontr

ol

LP
S

0

2000

4000

6000

8000

0

2000

4000

6000

*

p
g

/m
L

TNF-

M
10

 
M

20
 

M
40

 

C
ontr

ol

LP
S

0

50

100

150

200

0

2000

4000

6000

p
g

/m
L



 

78 
 

4.10 Lipofilicidade LogD7.4 

A lipofilicidade do composto 8 foi avaliada utilizando um método de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-HPLC) de fase reversa e 

gradiente rápido para determinar o índice de hidrofobicidade 

cromatográfica (CHI). Nossos dados demonstraram que o composto 

apresentou valor de CHI LogD7.4 de 4,1, sendo considerado como 

moderadamente lipofílico, uma vez que, valores acima de 5 é 

considerado altamente lipofílico e valores entre 1 e 3 como pouco 

lipofílico. 

 

4.11 Ensaio de Permeabilidade em Membrana Artificial Paralela 

(PAMPA) 

A permeabilidade do composto 8 foi testada no modelo in vitro de 

membrana artificial. O composto apresentou valor de permeabilidade de 

0,58 nm/s. Geralmente, os compostos com permeabilidade <100 nm/s 

tendem a ser classificados como de baixa permeabilidade e os 

compostos com permeabilidade >100 nm/s são classificados como de 

alta permeabilidade. 

 

4.12 Estabilidade em Plasma 

A estabilidade do composto 8 foi avaliada em plasma de 

camundongo e analisada por cromatografia líquida de ultra-performance 

acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS/MS). Pode-se 

observar que o composto 8 teve seu grupamento éster rapidamente 

metabolizado á álcool por esterases presentes no plasma, retornando ao 

protótipo natural 1 (Figura 21).  
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Figura 21. Estabilidade em plasma de camundongo do composto 8 (A), avaliada por 

cromatografia líquida de ultra-performance acoplada a espectrometria de massas (UPLC-

MS/MS). (B) estrutura do desidrodieugenol B (composto 1). 

 

4.13 Clearance em Hepatócitos de Camundongo 

O composto 8 foi avaliado frente a sua estabilidade metabólica 

utilizando hepatócitos de camundongo para determinação do clearance 

intrínseco. Utilizando cromatografia líquida de ultra-performance 

acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS/MS) pôde-se observar 

que o composto 8 foi rapidamente metabolizado ao desidrodieugenol B 
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1, obtendo-se um produto intermediário associado ao glicuronídeo 

(Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Clearance em hepatócitos de camundongo do composto 8 (A), avaliado por 

cromatografia líquida de ultra-performance acoplada a espectrometria de massas (UPLC-

MS/MS). (B) estrutura do metabólito glicurinado; (C) estrutura do desidrodiuegenol B 1. 
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5. DISCUSSÃO 

A doença de Chagas é endêmica nas Américas e tem sido 

associada a áreas rurais pobres nas Américas do Sul e Central. No 

entanto, tem se espalhado ao redor do mundo devido a migrações 

(Pérez-Molina e Molina, 2018). No Brasil, apenas o fármaco 

nitroimidazólico, denominado benznidazol, está disponível para o 

tratamento clínico; sua efetividade ainda é bastante controversa, 

principalmente no tratamento de pacientes durante a fase crônica da 

doença (Ianni e Mady, 1998). Apesar de sua eficácia no tratamento da 

fase aguda, o medicamento apresenta vários efeitos adversos, como 

dermatite, intolerância digestiva, dor de cabeça, anorexia e insônia 

(Pinazo et al., 2010). Nesse contexto, a busca por uma terapia 

medicamentosa adequada ao tratamento da doença de Chagas continua 

a ser um desafio. 

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo demonstraram a 

atividade anti-T. cruzi de neolignanas, isoladas da planta N. leucantha 

(Grecco et al., 2017). No trabalho, foi observado que apenas os 

compostos 1, 3 e 4, eram eficazes contra o parasita, com valores de CE50 

de 38 a 59 μM contra as formas tripomastigotas e 15 a 86 μM contra os 

amastigotas intracelulares, com índice de seletividade variando entre 2 a 

13. Nesse mesmo trabalho, a análise da permeabilidade da membrana 

plasmática em tripomastigotas de T. cruzi, demonstrou que o composto 4 

apresentava intensa alteração quando comparado ao grupo controle 

(Grecco et al., 2017). Foi demonstrado também, por meio de análises in 

silico, que os compostos 1, 2, 3 e 4 não apresentavam características de 

compostos de interferência (PAINS), bem como, nenhum potencial 

carcinogênico, mutagênico ou genotóxico (Grecco et al., 2017).  

Sendo assim, no presente trabalho, foram realizadas modificações 

semissintéticas de duas neolignanas como substrato para obtenção de 

uma nova série com possível capacidade de apresentar maior potência e 

seletividade contra o T. cruzi. Dentre os 24 novos derivados, o composto 
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16 apresentou a maior potência, com um valor de CE50 semelhante ao do 

fármaco padrão benznidazol contra as formas amastigotas intracelulares. 

O composto também apresentou o maior índice de seletividade (>26). No 

entanto, apenas o composto 8 foi capaz de eliminar 100% das formas 

amastigotas intracelulares, sem alterar a viabilidade das células 

hospedeiras na concentração mais elevada testada, demonstrando uma 

potência semelhante a do composto 16. Os amastigotas intracelulares 

são as formas clinicamente relevantes do T. cruzi, porém, formas 

tripomastigotas também são encontradas em mamíferos principalmente 

na fase aguda da doença, resultando em recrudescimento da 

parasitemia. Dessa forma, encontrar novos fármacos com atividade 

seletiva contra tripomastigotas também deve ser considerada como uma 

abordagem terapêutica relevante (Katsuno et al., 2015). 

A utilização de uma análise SAR consiste em tentar compreender e 

revelar como as propriedades relevantes para a atividade biológica são 

codificadas e determinadas pela estrutura química de uma molécula. A 

premissa fundamental é que a estrutura de um composto químico 

determina implicitamente suas propriedades físico-químicas, as quais, ao 

interagir com um sistema biológico, determinam sua atividade biológica e 

toxicicidade (McKinney et al., 2000).  

Em nossa análise SAR da série composta por 24 derivados 

semissintéticos de neolignanas, pôde-se observar que, o grupamento 

fenólico não era necessário para desempenhar a atividade em formas 

amastigotas de T. cruzi, embora provavelmente tenha um papel na 

citotoxicidade em células de mamíferos. Dentre os compostos mais 

promissores em nossa série, o 8 apresentou uma potência 

aproximadamente dez vezes maior e três vezes maior seletividade do 

que seu protótipo natural (composto 1).  

Levando-se em conta que, o grupo funcional éster vem sendo 

utilizado para aumentar permeabilidade celular de compostos bioativos 

(Schiller et al., 2014), é possível sugerir que o composto 8 possa ter 
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atingido maiores concentrações citoplasmáticas que o 1, e desta forma, 

ter favorecido sua atividade antiparasitária. No geral, nossos estudos em 

relação as modificações estruturais, demonstraram que é possível a 

obtenção de análogos com maior potência e seletividade contra o T. 

cruzi. 

Considerando a atividade promissora do composto 8, este derivado 

foi submetido à análise fenotípica, visando a busca de importantes alvos 

celulares envolvidos na ação letal do parasita. Estudos anteriores, 

demonstraram um forte efeito de permeabilização na membrana 

plasmática do T. cruzi utilizando uma outra neolignana também isolada 

da planta N. leucantha (Grecco et al., 2017). Este efeito poderia estar 

associado à toxicidade de células de mamíferos devido a uma possível 

afinidade de ligação. Porém, o novo derivado 8 não induziu alterações na 

membrana plasmática do T. cruzi ou de macrófagos, sugerindo que a 

introdução de um grupo éster no desidrodieugenol B, possa ter alterado 

sua afinidade com a membrana plasmática do parasita. Além disso, a 

análise da microscopia eletrônica de varredura não demonstrou danos à 

membrana plasmática, sendo possível observar uma morfologia 

preservada, corroborando os dados do estudo fluorimétrico. 

Diferentemente da maioria das células eucarióticas, o T. cruzi 

apresenta uma única mitocôndria que exibe características incomuns, 

como um arranjo específico do DNA mitocondrial, denominado 

cinetoplasto. Devido a essa característica, a mitocôndria de 

tripanossomatídeos foi identificada como organela alvo na busca de 

novos fármacos (Menna-Barreto e Castro, 2014). A mitocôndria está 

envolvida no processo de redução celular, desempenhando um papel 

central no metabolismo energético através da fosforilação oxidativa, 

resultando na síntese de ATP, homeostase de cálcio e oxidação de 

nutrientes (Menna-Barreto e Castro, 2014).  

Em nosso estudo, foram investigadas as alterações no potencial de 

membrana plasmática e mitocondrial de T. cruzi, após a incubação com o 
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composto 8. Utilizando análises de citometria de fluxo, o potencial da 

membrana plasmática foi avaliado através da sonda bisoxonol, não 

sendo possível observar alterações significativas quando comparado ao 

controle não tratado após 60 minutos. No entanto, quando o potencial de 

membrana mitocondrial foi avaliado pela sonda JC-1, uma forte 

despolarização foi observada após 120 minutos de incubação com o 

composto 8, quando comparado ao controle não tratado. O potencial de 

membrana mitocondrial (Δψm) é o resultado de um gradiente 

eletroquímico, fundamental para manutenção das funções fisiológicas na 

cadeia respiratória para geração de ATP. Sendo assim, uma perda 

significativa do potencial de membrana mitocondrial torna as células 

desprovidas de energia possibilitando uma morte subsequente (Tempone 

et al., 2017). 

A mitocôndria é a principal fonte de produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), e é regulada pelo estado redox do sistema de 

transporte de elétrons (Figueira et al., 2013). Em níveis excedentes, a 

produção de ROS pode causar danos celulares, especialmente quando 

as células não conseguem lidar com essa condição. Todavia, durante a 

infecção pelo T. cruzi, baixos níveis de ROS são produzidos, nas células 

hospedeiras o que resulta na inibição da produção de citocinas 

inflamatórias pelos macrófagos (Lopez et al., 2018). 

Em nosso trabalho, parasitas de T. cruzi tratados com o composto 

8 apresentaram níveis reduzidos de ROS, sugerindo que a 

despolarização do potencial de membrana mitocondrial pode ter 

contribuído para esse desequilíbrio. O efeito letal anti-T. cruzi deste novo 

derivado de neolignana poderia ser atribuído ao comprometimento 

mitocondrial, porém estudos futuros do possível mecanismo de ação são 

necessários para confirmação dos alvos moleculares. 

A interação do T. cruzi com as células imunes inatas induz um 

aumento substancial na expressão e secreção de citocinas pró-

inflamatórias (por exemplo, TNF-α, IL-1β, IL-6) (Koo et al., 2016). Além 
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disso, dentro dos macrófagos, a replicação do parasita pode ser inibida 

ou favorecida, levando à sua disseminação (Volpini et al., 2018). 

Em nosso estudo, macrófagos não infectados e tratados com o 

composto 8, apresentaram níveis reduzidos das citocinas IL-6 e IL-10, e 

aumento da quimiocina MCP-1, embora os níveis de TNF-α tenham 

permanecido inalterados. Diferentemente, quando os macrófagos foram 

infectados com o parasita e tratados com o composto 8, não foi possível 

observar alterações nos níveis dessas mesmas citocinas e quimiocina.  

No entanto, estudo prévio realizado por Costa Silva e 

colaboradores (2015), demonstrou que macrófagos infectados por L. 

donovani e tratados com desidrodieugenol B 1, apresentavam níveis 

reduzidos das citocinas IL-6 e IL-10; essa redução é considerada um 

fator positivo, uma vez que, níveis elevados dessas citocinas estão 

correlacionados a uma exacerbação da doença. Nesse sentido, a 

imunomodulação de macrófagos induzida por fármacos pode ser uma 

estratégia positiva durante o tratamento de algumas doenças 

parasitárias. 

Por outro lado, sabe-se que IL-1β, IL-6, TNF-α e MCP-1 são 

eficientes para desencadear uma resposta inflamatória e recrutar 

neutrófilos, macrófagos e outras células imunológicas, que podem ser 

infectadas pelo T. cruzi espalhando assim a doença, uma vez que estas 

células imunitárias são móveis no hospedeiro humano (Fielding et al., 

2008; Griffin et al., 2012). Sendo assim, nossos dados sugerem que 

embora o composto 8, não apresente um perfil imunomodulador como os 

fármacos BZ (Gatto et al., 2017) e aspirina (Malvezi et al., 2014), ele é 

capaz de atuar em outras vias para eliminação do parasita.   

Nos últimos anos, o custo e o tempo necessários para levar novos 

medicamentos ao mercado continuaram a aumentar (Grabowski et al., 

2002; DiMasi, 2002), enquanto o número de novos medicamentos 

aprovados diminuiu (Frantz e Smith, 2003). Um estudo publicado 
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anteriormente sobre as causas da falha no desenvolvimento de 

medicamentos, indicou que a farmacocinética inadequada era uma das 

principais razões (Prentis et al., 1988). Sendo assim, alguns parâmetros 

farmacocinéticos do derivado semissintético 8 foram avaliados.  

O primeiro ensaio realizado mostrou que o composto 8 

apresentava uma baixa solubilidade. Além disso, sabe-se que compostos 

com baixa solubilidade podem prejudicar a absorção oral (Lipinski, 2000). 

Nesse contexto, o Sistema de Classificação Biofarmacêutico (SCB) 

permite a classificação de moléculas em função de sua solubilidade e 

propriedades de permeabilidade (Butler e Dressman, 2010; Chen et al., 

2011). Assim, moléculas de classe I, são aquelas que apresentam alta 

solubilidade e alta permeabilidade (tendo poucos problemas relacionados 

a absorção oral); moléculas de classe II, possuem baixa solubilidade e 

alta permeabilidade (sendo a solubilidade, a principal limitação para a 

absorção); as moléculas de classe III, têm alta solubilidade, porém baixa 

permeabilidade (onde a absorção é limitada pela permeabilidade em 

membrana e não pela solubilidade); e por fim, as moléculas de classe IV 

são aquelas em que tanto a baixa solubilidade quanto a baixa 

permeabilidade limitam sua absorção (Williams et al., 2013). Sendo 

assim, o composto 8 poderia se enquadrar na classe IV. 

No entanto, apesar das tentativas de se contornar problemas de 

solubilidade em fármacos aprovados, aproximadamente 40% destes e 

75% dos compostos atualmente em desenvolvimento, são considerados 

pouco solúveis em água (Di et al., 2009, Di et al., 2012). Além disso, 

medidas de solubilidade em vários pHs devem ser realizadas, uma vez 

que, o pH pode afetar dramaticamente a solubilidade em todo o intestino 

(Kerns e Di, 2003). Portanto, a baixa solubilidade em água, continua a 

ser um desafio para o desenvolvimento bem-sucedido de medicamentos 

(Williams et al., 2013). 

Dentre todos os parâmetros físico-químicos, a lipofilicidade pode 

ser considerada um dos mais importantes, por estar diretamente 



 

87 
 

envolvida em processos farmacocinéticos de ADME e interações com o 

ligante alvo (Dreassi et al., 2009). Em geral, a baixa solubilidade está 

relacionada com uma elevada lipofilicidade (Pereira, 2007). Desta forma, 

o coeficiente de distribuição D (LogD) em tampão aquoso pH 7,4 foi o 

segundo parâmetro avaliado em nosso estudo por fornecer uma 

descrição mais significativa da lipofilicidade (Pereira, 2007). Embora 

nossos dados tenham demonstrado que o composto 8 apresenta uma 

moderada lipofilicidade; sabe-se que essa característica é fundamental 

para a atividade biológica, uma vez que a afinidade para um ambiente 

lipofílico facilita o transporte de produtos químicos através da membrana 

celular e do citoplasma (transporte transcelular) atingindo a corrente 

sanguínea e um possível alvo (Rutkowska et al., 2013). Sabe-se que a 

lipofilicidade está frequentemente correlacionada com o perfil de 

solubilidade de um composto e a sua permeabilidade (Cross et al., 2003). 

A permeabilidade é um parâmetro conhecido por ser importante na 

absorção gastrointestinal de um fármaco, porém, apresenta também uma 

importante função em atividades baseadas em células e penetração de 

tecidos, como a barreira hematoencefálica (Kerns et al., 2004). Nesse 

sentido, utilizando o modelo de membrana artificial PAMPA, o composto 

8 apresentou baixa permeabilidade. No entanto, os ensaios em PAMPA 

permitem a avaliação da permeabilidade de fármacos somente quando 

esta se dá por meio de transporte passivo transcelular (Kansy et al., 

1998). Além disso, a estimativa da permeabilidade é complicada devido a 

vários mecanismos de transporte e muitos fatores devem ser levados em 

consideração (Rutkowska et al., 2013). Desta forma, a avaliação da 

permeabilidade por outros mecanismos como difusão paracelular, 

transporte ativo, influxo e efluxo também são recomendados com a 

utilização das células Caco-2 (Camenisch et al., 1998). 

A estabilidade de candidatos a fármacos no plasma é essencial 

para manutenção da concentração plasmática e a meia-vida aceitáveis a 

fim de se alcançar os efeitos farmacológicos desejáveis (Di et al., 2005). 
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Sabe-se que o plasma contém enzimas como esterases e amidases 

capazes de metabolizar xenobióticos. Em nosso estudo, observamos 

uma rápida metabolização do composto 8 em seu protótipo natural, o 

desidrodieugenol B 1. Os compostos que são instáveis em plasma 

tendem a ter um clearance rápido, tempo de meia-vida plasmática curto e 

desta forma, uma baixa eficácia in vivo (Di et al., 2005). Apesar disso, 

quando uma instabilidade significativa é encontrada, ela pode fornecer 

informações úteis para que modificações estruturais possam ser 

aplicadas, e a qualidade geral dos candidatos a fármaco possam ser 

melhoradas (Borthwick et al., 2002; Borthwick et al., 2003; Breitenlechner 

et al., 2004). 

Na P&D de fármacos, muitos compostos acabam por apresentar 

baixa biodisponibilidade, devido às altas taxas de metabolização (Kerns e 

Di, 2003). O metabolismo de fármacos compreende um conjunto de 

reações enzimáticas que reduzem a concentração do fármaco e outros 

compostos estranhos (xenobióticos) em metabólitos de polaridade 

crescente, para que sejam eliminados do organismo (Low, 1998; Barreiro 

e Fraga, 2001). As reações metabólicas são divididas em fase 1 e 2. Na 

fase 1, ocorrem processos de oxidação, redução e hidrólise com o 

envolvimento principal das ezimas do citocromo P450, em particular, 

CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 e CYP2C19. Na fase II, a molécula do 

fármaco é posteriormente transformada nas chamadas reações de 

conjugação. Estas incluem, por exemplo, glicuronidação e sulfatação, 

bem como conjugação com glutationa (van de Waterbeemd e Gifford, 

2003).  

Os ensaios de estabilidade metabólica são realizados com 

microssomos hepáticos (Korfmacher et al., 1999), fração S9 (Rourick et 

al., 1996; Mandagere et al., 2002) e hepatócitos (Li et al., 1999). Os 

microssomos e a fração S9 não possuem algumas das enzimas 

metabólicas da fase II, sendo assim, requerem a utilização de co-fatores 

externos e, na ausência de membranas celulares intactas, carecem de 
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transportadores transmembrana. Em contrapartida, os hepatócitos 

primários oferecem a vantagem de conter todas as enzimas e cofatores 

metabólicos de Fase I e Fase II necessários para a biotransformação e 

também para sustentar a função de transporte das moléculas pela 

membrana (LeCluyse et al., 2005). Sendo assim, os hepatócitos 

primários geram melhores previsões de clearance in vivo, em 

comparação com microssomos (Houston e Galetin, 2008; Laine, 2008). 

Devido a isso, em nosso último experimento, o clearance do 

composto 8 foi avaliado utilizando hepatócitos de camundongos. Nossos 

dados demontraram uma rápida metabolização do composto ao seu 

protótipo natural 1, também ativo contra T. cruzi em estudos anteriores 

(Grecco et al., 2017). Dados da literatura demonstram que uma rápida 

metabolização no organismo pode não ser um indício de perda de 

atividade de fármacos. O fármaco fexinidazol, um composto nitro-

derivado que atualmente se encontra em estudo clínico na doença de 

Chagas, apresenta uma rápida metabolização no organismo, porém, 

sendo convertido a uma forma mais ativa no T. cruzi do que seu 

precursor (Bahia et al., 2014). Apesar do metabolismo de xenobióticos 

apresentar diferenças quando avaliadas em modelos animais e em 

humanos, (van de Waterbeemd e Gifford, 2003), as informações obtidas 

no presente estudo, revelam a necessidade de modificações estruturais 

do composto 8, afim de optimizar suas propriedades farmacocinéticas.  

Por fim, o presente estudo demonstrou que o derivado de 

neolignana 8 apresenta uma atividade potente e seletiva contra parasitas 

de T. cruzi in vitro, sem apresentar toxicidade importante em células de 

mamíferos. A investigação da ação letal contra as formas tripomastigotas 

do parasita, parece estar relacionada ao comprometimento da 

mitocôndria, porém, futuros estudos serão necessários para investigar o 

mecanismo de ação molecular. Estudos de citometria de fluxo utilizando 

macrófagos infectados com T. cruzi, não demonstraram efeito 
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imunomodulador do composto 8, uma vez que, os níveis das citocinas IL-

6, IL-10 e da quimiocina MCP-1 não foram alterados após o tratamento. 

Nesse contexto, este estudo vem demonstrar que o 

desidrodieugenol B 1, uma neolignana natural isolada da biodiversidade 

brasileira, é um protótipo promissor para ser optimizado por meio da 

Química Orgânica Sintética e da Química Medicinal, proporcionando 

derivados mais potentes e seletivos contra o T. cruzi. Além disso, a 

busca por novos fármacos para a doença de Chagas é essencial e 

protótipos naturais podem contribuir significativamente para a descoberta 

de novos tratamentos. 
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6. CONCLUSÕES 

1. Dentre as 24 neolignanas semissintéticas testadas, 6 compostos 

apresentaram atividade contra as formas tripomastigotas e 8 contra os 

amastigotas intracelulares de T. cruzi; 19 compostos não 

apresentaram atividade citotóxica contra células de mamíferos.  

2. Os estudos in silico demonstraram que o composto 8 apresenta uma 

boa biodisponibilidade oral e não demonstra potencial para induzir 

fosfolipidose. Além disso, os filtros in silico sugeriram que os 

compostos da série não apresentavam potencial para atuar como 

compostos de interferência (PAINS). 

3. O composto 8 apresentou atividade contra ambas as formas do 

parasita, eliminando 100% dos amastigotas intracelulares, sendo 

escolhido para estudos de mecanismo de ação e demais ensaios. 

4. A análise da ação letal do composto 8 em tripomastigotas de T. cruzi 

sugere que o composto não causa permeabilização da membrana 

plasmática, bem como, em células de mamíferos. Além disso, o 

composto não altera o potencial de membrana plasmática dos 

parasitas. 

5. O estudo de microscopia eletrônica de varredura, demonstrou que a 

membrana plasmática dos parasitas permaneceu preservada após o 

tratamento, corroborando os resultados obtidos nos ensaios 

espectrofluorimétricos. 

6. O composto 8 causa significativa despolarização do potencial de 

membrana mitocondrial do T. cruzi, com diminuição da produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS). 

7. Estudos em macrófagos medulares infectados mostraram que o 

composto 8 não apresenta uma resposta imunomodulatória in vitro. 

8. Os ensaios farmacocinéticos (ADME) in vitro demonstraram uma 

rápida metabolização do composto 8, com baixa solubilidade e 

permeabilidade em membrana artificial. Além disso, foi observada 

uma rápida metabolização em hepatócitos de camundongo, 
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demonstrando a necessidade de uma optimização da molécula para 

melhoria das suas propriedades farmacocinéticas. 

9. Nossos dados demonstram de forma inédita, que o desidrodieugenol 

B 1 é um composto promissor para ser utilizado em estudos de 

optimização molecular contra o T. cruzi, uma vez que foram obtidos 

derivados mais potentes e seletivos. 
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