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Resumo 

Diante da falta de uma terapia eficaz e segura para o tratamento da doença de 

Chagas (DC) e da leishmaniose visceral, a busca por novos fármacos continua 

imprescindível. O ambiente marinho é uma rica fonte de produtos naturais 

bioativos, com aplicações contra parasitas, bactérias e outros patógenos que 

possam afetar humanos e animais. Entre as diversas classes de produtos 

naturais, os alcaloides têm um importante papel em aplicações terapêuticas. 

Neste trabalho, colônias de coral Tubastraea tagusensis foram coletadas, e a 

extração de seus metabolitos secundários foi realizada utilizando o solvente 

orgânico. Após fracionamento cromatográfico por diferentes técnicas, um 

alcaloide indolico foi isolado e elucidado estruturalmente por meio de técnicas 

espectrométricas e espectroscópicas. O alcaloide 6-bromo-2’-de-N-

metillaplisinopsina (MR01), demonstrou atividade contra tripomastigotas e 

amastigota intracelulares de Trypanosoma cruzi, com valores de Concentração 

Efetiva 50% de 62 μM e 5 μM, respectivamente, e não demonstrou citotoxicidade 

em fibroblastos murinos até 200 μM. Estudos em amastigotas de Leishmania 

infantum demonstraram ausência de atividade do composto. O mecanismo de 

ação anti-T. cruzi do MR01 foi explorado, e após incubação com tripomastigotas, 

não foi observada alteração da permeabilidade da membrana plasmática. O 

MR01 promoveu a despolarização do potencial de membrana mitocondrial, com 

redução nos níveis de ATP, porém, sem alterações nos níveis de espécies 

reativas de oxigênio. Os níveis de cálcio intracelular do parasita foram reduzidos 

após o tratamento, além de uma alteração do pH dos acidocalcisomas. Utilizando 

o MALDI-TOF/MS, foi observada a alteração do perfil proteico de forma distinta 

daquela observada com o benznidazol, sugerindo um mecanismo de ação 

diferente do fármaco padrão. Estudos in silico das propriedades 

farmacocinéticas/farmacodinâmicas no software SwissADME, sugeriu que o 

composto adere a muitas das características de fármacos aprovados 

(druglikeness). Em conclusão, este estudo mostrou pela primeira vez a atividade 

anti-T. cruzi deste alcaloide; sua potência e seletividade demonstram que pode 

ser explorado como um novo protótipo farmacêutico para DC. 

Palavras chave: Tubastraea tagusensis; invertebrado marinho, doenças 

negligenciadas, terapia, Leishmania, Trypanosoma cruzi; mecanismo de ação  



Abstract 

Considering the lack of effective and safe therapy for the treatment of Chagas 

disease (CD) and visceral leishmaniasis, the search for new chemotherapies 

remains indispensable. The marine environment is a well-known source of 

bioactive products, with applications against parasites, bacteria and other human 

/ animal pathogenic microorganisms. Among different classes of natural 

products, alkaloids have a rich history of therapeutic applications. In this work, 

colonies of the coral Tubastraea tagusensis were collected and their secondary 

metabolites were extracted with ethyl acetate. Using different chromatographic 

techniques, an indole alkaloid was isolated and elucidated through spectroscopic 

and spectrometric techniques, resulting in the 6-bromo-2’-de-N-

methylaplisinopsin (MR01). The compound MR01 demonstrated activity against 

Trypanosoma cruzi, against both trypomastigote and amastigote forms, resulting 

in 50% Effective Concentration (EC50) values of 62 μM and 5 μM, respectively. 

The studies with Leishmania infantum amastigotes showed lack of activity. No 

cytotoxicity was observed for NCTC cells, to the maximal concentration of 200 

μM. The mechanism of action was also explored. After incubation with the 

trypomastigotes, no alteration was observed in the permeability of the plasma 

membrane. The compound reduced the ATP and induced mitochondrial 

depolarization with no alterations in the reactive oxygen species levels. The 

intracellular calcium levels were reduced after treatment with MR01, including the 

pH alterations of the acidocalcisomes. Using MALDI-TOF/MS, the protein profile 

of the parasite was altered to a different manner to that observed for the standard 

drug benznidazole, suggesting a distinct mechanism of action. In silico studies of 

the pharmacokinetic / pharmacodynamic properties (PKPD) and physicochemical 

properties using the SwissADME software, suggested a good drug-like. In 

conclusion, this study showed for the first time the anti-T. cruzi activity of the 

alkaloid MR01. In addition, considering the potency and selectiveness, our study 

can suggest this compound to be explored as a new prototype for CD. 

Keywords: Tubastraea tagusensis; marine invertebrate, alkaloid, therapy, 

Trypanosoma cruzi; mechanism of action.  
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1. Introdução 

As doenças tropicais negligenciadas (DTN) são um grupo de doenças 

parasitárias, virais e bacterianas que afetam mais de um bilhão de pessoas 

em todo o mundo (Buscaglia et al., 2015). Dentre as principais doenças 

negligenciadas, as doenças parasitárias, como a doença de Chagas e a 

leishmaniose, apresentam alta morbidade e mortalidade (Utzinger et al., 

2012). 

As doenças negligenciadas respondem por cerca de 12% dos agravos à 

saúde humana e geram um grande impacto social e econômico, 

principalmente em regiões da África, Ásia e Américas. Por serem 

especialmente endêmicas em populações de baixa renda, essas doenças 

não recebem a atenção necessária em termos de novas terapias, vacinas 

e diagnósticos (Mackey et al., 2014; World Health Organization, 2017). 

Segundo Pedrique e colaboradores (2013), dos 850 novos produtos 

terapêuticos aprovados entre 2000 e 2011, apenas 4% foram indicados 

para essas doenças. 

 

1.1. Leishmanioses 

As leishmanioses são um complexo de doenças tropicais, causadas por 

protozoários intracelulares que afetam mais de 12 milhões de pessoas no 

mundo, e estão presentes na lista de Doenças Tropicais Negligenciadas da 

Organização Mundial da Saúde (OMS, 2020). Atualmente, são conhecidas 

mais de 20 espécies do gênero Leishmania, pertencentes à família 

Tripanosomatidae (ordem Kinetoplastida). As formas clínicas principais da 

doença são classificadas em cutânea, muco-cutânea e visceral (Torres-

Guerrero et al., 2017; Lee et al., 2019). 

No Brasil, existem três principais espécies causadoras da leishmaniose 

cutânea: (L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) guyanensis) e 

uma única causadora da leishmaniose visceral (Leishmania (L.) infantum). 

Juntas, as leishmanioses representam um grave problema para a saúde 
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pública no Brasil e no mundo. Atualmente, estão presentes em 98 países 

com aproximadamente 1,3 milhões de novos casos por ano e 350 milhões 

de pessoas em situação de risco de infecção (Bush et al., 2017; Uliana et 

al., 2017; Assolini et al., 2022). Somente na América Latina, 

aproximadamente 60 mil novos casos ocorrem todo ano (World Health 

Organization, 2017; Torres-Guerrero et al., 2017). Dentre as DTNs, as 

leishmanioses estão em quarto lugar no que se refere a morbidade e 

segundo em mortalidade (Lee et al., 2019). 

 

1.2. Leishmaniose Visceral 

1.2.1. Doença 

A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave de seu complexo de 

doenças. A LV é uma antroponose causada pela Leishmania (L.) donovani 

na Ásia e na África, e uma antropozoonose causada pela Leishmania (L.) 

infantum nas Américas e no Mediterrâneo (Hailu et al., 2016; Ibarra-

Meneses et al., 2020). É uma doença sistêmica que afeta células do 

sistema fagocítico mononuclear do fígado, baço, linfonodos e medula 

óssea. Seu período de incubação varia de 2 a 6 meses e é caracterizada 

por manifestações clínicas como febre, perda de peso, aumento dos 

gânglios linfáticos, pancitopenia (diminuição de células sanguíneas) e 

hepatoesplenomegalia (aumento do baço e fígado) (Burza et al., 2018; van 

Griensven e Diro, 2019). Existem mais de 70 espécies de animais 

considerados reservatórios destes parasitas, dentre eles, no ambiente 

doméstico, o cão é relatado como principal e no ambiente silvestre, raposas 

e marsupiais (Ministério da Saúde, 2017; Sunter e Gull, 2017).  

 

1.2.2. Epidemiologia  

A LV é altamente endêmica no subcontinente Indiano e no leste da África. 

São estimados que 300 mil novos casos de LV ocorram no mundo todo 

anualmente. Mais de 90% desses novos casos ocorrem em países como 
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Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão e Sudão do Sul (Figura 1) (Alvar 

et al., 2012; OMS, 2014; DebRoy et al., 2017). Mesmo com grande parte 

dos casos de leishmaniose visceral americana (LVA) subnotificados, o 

Brasil é responsável por cerca de 90% dos casos na América Latina. No 

Brasil, a ocorrência era limitada a pequenos locais urbanos e a áreas rurais, 

mas com o decorrer dos anos, a doença se expandiu e atualmente está 

distribuída em quase todo o território nacional, chegando a importantes 

centros econômicos. Atualmente, a LV se encontra em 23 estados 

brasileiros, com 44,5% dos casos na Região Nordeste (Ministério da 

Saúde, 2020; Burza et al., 2018). 

O número de mortes varia entre 20 a 50 mil pessoas por ano no mundo, 

uma vez que a doença é fatal dentro de dois anos se não tratada e mesmo 

quando há o tratamento, pode levar a taxas de mortalidade de 10 a 20% 

(Hailu et al., 2016).  

 

Figura 1: Mapa de distribuição de novos casos de leishmaniose visceral em 2019. Fonte: 
Adaptado de WHO (2021). 
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1.2.3. Tratamento 

O tratamento da LV compreende apenas três fármacos, sendo que o 

antimonial foi descoberto há mais de cem anos. Dentre estes, são utilizados 

os antimoniais pentavalentes, anfotericina B e miltefosina; além da 

paromomicina que é utilizada predominantemente em combinações 

terapêuticas. Em geral, esses fármacos apresentam limitações como alta 

toxicidade, longos esquemas posológicos, administração parenteral, risco 

de resistência ao fármaco e alto custo de tratamento (Romero et al., 2016; 

Akbari et al., 2017). Além disso, nenhum fármaco disponível elimina 

completamente o parasita e, portanto, o desenvolvimento de novas 

quimioterapias para LV ainda se faz uma necessidade da era atual (Tiwari 

et al., 2018; Lee et al., 2019). 

 

a) Antimoniais Pentavalentes  

Os antimoniais (Figura 2) foram inicialmente utilizados para o tratamento da 

leishmaniose em 1911 na forma trivalente (tártaro emético) por Gaspar de 

Oliveira Vianna. Convertido à forma pentavalente (Sbv), foram desenvolvidos 

em 1920 na Índia por Bramachari, e estão na clínica para leishmanoise 

cutânea e visceral há mais de 100 anos, sendo em muitos países, fármacos 

de primeira escolha para o tratamento de todas as formas de leishmanioses 

(Uliana et al., 2017; Roatt et al., 2020). Sua administração é pela via 

intravenosa ou intramuscular, e está disponível no mercado sob duas 

formulações: estibogluconato de sódio (Pentostam®) e antimoniato-N-metil-

glucamina (Glucantime®) (Neves et al., 2016; Burza et al., 2018).  

Os efeitos adversos do Sbv podem se manifestar como cardiotoxicidade, 

hepatotoxicidade, pancreatite, insuficiência renal, anemia, náuseas, entre 

outros. Devido sua toxicidade, sua administração é realizada em ambiente 

hospitalar em um processo lento de infusão, na tentativa de diminuir seus 

efeitos adversos (Akbari et al., 2017). A dose recomendada pela OMS é de 

20 mg/kg/dia, com um período de administração extenso, de até 30 dias 

(Roatt et al., 2020).  
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Figura 2: Estrutura do fármaco antimoniato de N-metilglucamina. Fonte: DrugBank (2022). 

 

b) Desoxicolato de anfotericina B e sua formulação lipossomal 

O desoxicolato de anfotericina B (Figura 3) é um antifúngico utilizado na 

terapia da LV, principalmente quando há pouca eficácia dos antimoniais 

pentavalentes, casos de comorbidades cardíacas e quando há resistência 

ao fármaco (Akbari et al., 2017). Deve ser administrado pela via intravenosa, 

em doses de 1 mg/kg em 15 dias alternados, e devido à sua alta toxicidade, 

a infusão deve ser lenta (entre 4 – 6 horas), necessitando internação do 

paciente (Romero et al., 2016; Uliana et al., 2017). Seus efeitos adversos 

são: anemia, hipocalemia, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, 

cardiotoxicidade, entre outros. Durante a infusão pode ocorrer náusea, febre, 

dores musculares e vômitos (Lindoso et al., 2012; Akbari et al., 2017). 

A formulação lipossomal foi desenvolvida em uma tentativa de diminuir os 

efeitos adversos da anfotericina B, diminuindo a toxicidade e melhorando a 

biodisponibilidade. Essa formulação é captada pelo sistema fagocítico 

mononuclear, direcionando o fármaco para as células–alvo da doença. Sua 

desvantagem é o alto custo, dificultando a utilização em países em 

desenvolvimento (Akbari et al., 2017; Uliana et al., 2017). A administração 

da forma lipossomal deve ser realizada por via intravenosa por infusão lenta 

(4 – 6 horas) com dose de 3 mg/kg/dia por 7 dias (MS, 2006; Romero et al., 

2017). Os efeitos adversos são menores em relação a formulação livre, 

resultando em erupções cutâneas, urticarias ou ainda, insuficiência renal 

(Akbari et al., 2017). 
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Figura 3: Estrutura do fármaco anfotericina B. Fonte: DrugBank (2022). 

 

c) Paromomicina 

A paromomicina (Figura 4) é um antigo antimicrobiano aminoglicosídeo, 

recentemente aprovado para uso no tratamento da leishmaniose. É 

utilizado para o tratamento tópico da leishmaniose cutânea e para 

tratamento sistêmico da LV em algumas regiões da Índia (Sundar and 

Chakravarty, 2008; Roatt et al., 2020). A administração intramuscular 

ocorre com doses de 15 mg/kg/dia por 21 dias. Porém, o desenvolvimento 

de resistência a fármacos, bem como efeitos adversos como ototoxicidade, 

nefrotoxicidade e disfunção hepática, têm sido desvantagens comuns para 

o uso desse fármaco (Bekhit et al., 2018). 

 

Figura 4: Estrutura do fármaco paromomicina. Fonte: DrugBank (2022). 

 

d) Miltefosina 

A miltefosina (Figura 5) foi inicialmente sintetizada como parte de um 

programa de anti-inflamatórios pela empresa inglesa Borroughs Wellcome 

em 1982 (Croft e Engel, 2006) e apresentou atividade contra leishmania 
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pela primeira vez na década de 1980 (Croft et al., 1987; Sundar e Olliaro, 

2007; Uliana et al., 2017). Apesar de ainda não estar disponível no Brasil 

para o tratamento da LV, é o primeiro e único fármaco de administração 

oral aprovado na India, reduzindo a necessidade de internação para o 

tratamento e diminuindo custos hospitalares (Vacchina et al., 2016; Akbari 

et al., 2017; Uliana et al., 2017). Por apresentar efeito teratogênico, não 

deve ser administrado em gestantes e lactantes. A dose recomendada é de 

2,5 mg/kg/dia durante 28 dias (Bekhit et al., 2018). Seus efeitos adversos 

são vômito, diarreia, toxicidade gastrointestinal, hepática e renal, mas são 

considerados gerenciáveis (Akbari et al., 2017; Uliana et al., 2017). Após 

uma década de uso, relatos de resistência à miltefosina foram observados, 

reduzindo a eficácia desse fármaco e aumentando a taxa de recidivas 

(Roatt et al., 2020).  

 

Figura 5: Estrutura do fármaco miltefosina. Fonte: DrugBank (2022) 

 

1.3. Trypanosoma cruzi 

1.3.1. Doença 

A doença de Chagas é uma infecção parasitária causada pelo protozoário 

Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) originalmente 

endêmico na América Latina e no sul dos Estados Unidos da América com 

aproximadamente 7 milhões de pessoas infectadas e 70 milhões em risco 

(Moretti et al., 2019). Os movimentos migratórios da população 

contribuíram para sua disseminação e aumento de casos no mundo inteiro, 

levantando uma questão emergente de saúde pública global (Coura e 

Viñas, 2010). É transmitido por insetos triatomíneos ao homem por meio do 

contato com fezes ou urina do inseto no local da picada, os tripomastigotas 

metacíclicos liberados nas fezes durante a ingestão sanguínea entram no 
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hospedeiro mamífero através de feridas na pele ou pelas mucosas e 

invadem as células circundantes (Moretti et al., 2019; Jansen et al., 2018).  

A doença tem uma fase aguda caracterizada por picos de parasitemia, mas 

geralmente é ausente ou oligossintomática, dificultando o diagnóstico. Os 

primeiros sinais visíveis de infecção podem ser uma lesão na pele e / ou 

um edema palpebral, conhecido como sinal de Romaña. A fase crônica se 

estabiliza quando a maioria dos parasitas se localiza dentro de células, 

principalmente cardíacas (cardiomiopatia), músculos digestivos 

(megacólon, megaesôfago), podendo causar inclusive, distúrbios 

neurológicos (Rassi e Rezende, 2012). A infecção pode levar à morte 

súbita, principalmente por arritmia cardíaca ou insuficiência cardíaca em 

estágios crônicos avançados (Rassi et al., 2012; OMS, 2017). 

 

1.3.2. Epidemiologia 

Inicialmente, a doença de Chagas era restrita a áreas rurais desfavorecidas 

da América do Sul e Central, sendo endêmica na Argentina, Belize, Bolívia, 

Brasil, Chile, Colômbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana 

Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicarágua, Panamá, 

Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela. Com os recentes fluxos 

de imigrantes de países endêmicos para países desenvolvidos, a doença 

de Chagas se espalhou, fazendo com que se tornasse um importante 

problema de saúde nos EUA, Canadá, Europa e no oeste do Pacífico 

(Figura 6), onde um número crescente de indivíduos infectados foi 

identificado (Rassi et al., 2010; WHO, 2017).  
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Figura 6: Mapa de distribuição do número de casos de infecção por Trypanosoma cruzi 
em 2018. Fonte: Adaptado de WHO (2021). 

 

1.3.3. Tratamento 

Os únicos fármacos disponíveis para o tratamento da doença de Chagas 

foram descobertos há mais de 50 anos atrás, benznidazol e nifurtimox, 

ambos tóxicos e com eficácia reduzida na fase crônica da doença (Brum-

Soares et al., 2016). Além disso, ambos os fármacos requerem tratamento 

de longo prazo, e apresentam diversos efeitos colaterais, podendo levar a 

descontinuidade do tratamento (Bermudez et al., 2016).  

Não existe vacina contra a doença de Chagas, dessa forma, o controle do 

vetor tem sido o método de prevenção mais eficaz na América Latina. A 

triagem de sangue como controle de qualidade laboratorial é necessária 

para prevenir a infecção por T. cruzi por meio de transfusão sanguínea e 

transplante de órgãos (Saez-Alquezar et al., 2015; OMS, 2017).  

 

a) Benznidazol (BZN) 

Benznidazol (Figura 7) é um nitroimidazol, que foi introduzido para 

tratamento da doença de Chagas em humanos em 1971. No Brasil, é o 
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único medicamento disponível, com taxa de cura na fase aguda de 70–80% 

e apenas 10–20% na infecção crônica (Coura e Viñas, 2010, Izume et al., 

2011; Brum-Soares et al., 2016; Urbina e Docampo, 2003). Em 2015 foi 

publicado o maior estudo clínico randomizado para avaliar o efeito do BZN 

na doença de Chagas, projeto este, conhecido como BENEFIT. O estudo 

concluiu que, apesar do fármaco reduzir a parasitemia, não preveniu os 

danos cardíacos (Morillo et al., 2015), levando a entidade Drugs for 

Neglected Disease initiative (DNDi) a publicar uma nota para reforçar a 

gravidade da descoberta, solicitando urgentemente à comunidade científica 

e governos, novas terapias (Pecoul et al., 2016).  

O BZN atua como um pró-fármaco, sendo ativado dentro do parasita pela 

enzima nitroredutase tipo I, resultando na geração de um metabólito 

citotóxico glioxal que se liga com a guanosina e, assim, evita a formação 

de novas cadeias de DNA, promovendo a eliminação do parasita em 

hospedeiros infectados (Pérez-Molina et al., 2020; García-Huertas e 

Cardona-Castro, 2021). 

O BZN é absorvido pelo trato gastrointestinal, e sua eliminação é 

predominantemente renal. Apresenta biodisponibilidade oral de mais de 

90%, com meia-vida plasmática terminal de 12 horas (Pérez-Molina et al., 

2020).  

A administração recomendada é de 5 mg/kg/dia por 60 dias. Os efeitos 

adversos incluem anorexia, náusea, vomito, cefaleia, depressão, vertigem, 

convulsões, parestesia e dermatite (Pérez-Molina et al., 2020; García-

Huertas e Cardona-Castro, 2021).  

Novos estudos estão sendo realizados na tentativa de coletar informações 

sobre segurança e eficácia em possíveis regimes de tratamento com menor 

duração ou menor dosagem de benznidazol. Alvarez e colaboradores, em 

2020, publicaram um estudo mostrando que 82% dos pacientes tratados 

com um esquema de doses mais baixas de benzonidazol se mantiveram 

com PCR negativo após 36 meses de acompanhamento. Ainda são 
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necessários mais estudos com regimes curtos de benznidazol para verificar 

se a eficácia será semelhante ao regime atual (Torrico et al., 2021). 

 

 

Figura 7: Estrutura do fármaco benznidazol. Fonte: DrugBank (2022). 

 

b) Nifurtimox (NFX) 

O nifurtimox (Figura 8) é um derivado do nitrofurano usado pela primeira 

vez em 1969. Também atua como pró-fármaco, sendo ativada dentro do 

parasita pela enzima nitroredutase que, na presença de oxigênio, produz 

radicais livres tóxicos para o T. cruzi. Assim como o benznidazol, essa 

enzima também bloqueia a síntese de DNA, acelerando sua degradação 

(Pérez-Molina et al., 2020; García-Huertas e Cardona-Castro, 2021). 

O NFX é absorvido pelo trato gastrointestinal, sendo metabolizado pelo 

fígado por meio do citocromo P-450. Possui meia vida plasmática terminal 

de 3 horas (Pérez-Molina et al., 2020).  

Efeitos adversos incluem anorexia, náusea, vômito, cefaleia, depressão, 

convulsão, vertigem, parestesia, dermatite, distúrbios digestivos e 

neurológicos, febre, ansiedade e insônia (Pérez-Molina et al., 2020). 

Devido sua toxicidade, seu uso foi descontinuado e sua comercialização 

suspensa no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai no início dos anos 80. 

Porém, devido à falta de alternativas, sua indicação pode ser mantida como 

um tratamento de segunda linha na falha terapêutica do benznidazol 

(Pérez-Molina et al., 2020; García-Huertas e Cardona-Castro, 2021). 
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Figura 8: Estrutura do fármaco nifurtimox. Fonte: DrugBank (2022). 

 

1.4. Produtos Naturais como Protótipos Farmacêuticos 

Desde os primórdios da medicina, substâncias químicas derivadas de 

plantas, microrganismos, animais e organismos marinhos vêm sendo 

amplamente utilizadas para o tratamento de doenças (David et al., 2015). 

Aproximadamente 50% de todos os fármacos aprovados pelo FDA (Food 

and Drug Administration) apresentam em suas estruturas protótipos 

naturais (Figura 9) (Newman e Cragg, 2020). Um dos exemplos mais 

clássicos é a penicilina, que foi isolada do fungo Penicillium notatum; muitos 

outros fármacos amplamente utilizados na clínica, também se basearam 

em produtos naturais, como: i) aciclovir, proveniente de espoja marinha; ii) 

artemisinina e a quinina com protótipos extraídos de plantas; e iii) 

anfotericina B e a paromomicina, isoladas de microrganismos, ambas 

utilizadas para o tratamento das leishmanioses (Bauer e Bronstrup, 2014; 

David et al., 2015; Harvey et al., 2015) 
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Figura 9: Distribuição das fontes de 1881 fármacos desenvolvidos no período de 1981 a 
2019 (em porcentagem). B – macromolécula biológica; N – produto natural; NB – extrato 
botânico; ND – derivado de produto natural (semissintético); S – fármaco sintético; S/NM 
– fármaco sintético semelhante ao produto natural; S* - fármaco sintético com 
farmacóforo de produto natural; S*/NM – fármaco sintético com farmacóforo de produto 
natural semelhante ao produto natural; V – vacina. Fonte: Adaptado de Newman e Cragg, 
2020. 

 

1.4.1. Organismos Marinhos  

A grande complexidade química dos produtos naturais marinhos pode ser 

explicada pelo fato de que a vida na Terra teve sua origem quase que 

inteiramente na água, juntamente com a evolução das formas de vida 

aquática (Netz e Opatz, 2015). 

Estima-se que a biodiversidade global total inclua 5×108 espécies de 

organismos procarióticos e eucarióticos no mundo, sendo que os oceanos 

cobrem mais de 70% da Terra (Álvarez-Bardón et al., 2020). Assim, o 

ambiente marinho é um reservatório de vida extremamente diverso, 

contendo cerca de 250.000 espécies conhecidas. Dessa forma, é 

considerado um lugar único para descoberta de novas fontes de 

protótipos de fármacos. No ambiente marinho, existe uma competição 

severa pela sobrevivência, bem como pressão ambiental. Dessa forma, 

se faz necessário a produção de metabólitos secundários para a 
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sobrevivência, principalmente em ambientes extremos com 

elevadas/baixas temperatura, salinidade, pressão e alta taxa de predação 

(Khalifa et al., 2019).  

Organismos marinhos vêm sendo utilizados para fins medicinais desde os 

tempos antigos em países como Índia e China, e também no Oriente 

Médio e Europa; ainda assim, somente 5% dos oceanos foram explorados 

(Ramirez-Llodra et al., 2010; Sithranga & Kathiresan, 2010).  

Devido a sua enorme quimiodiversidade, os produtos naturais marinhos 

têm atraído muita atenção da ciência. Compostos químicos isolados de 

produtos naturais marinhos vem apresentando potencial para diversas 

doenças, como câncer, doenças infecciosas, microrganismos 

multirresistentes, doenças cardiovasculares e esclerose múltipla. 

Compostos isolados de organismos marinhos apresentam características 

estruturais únicas e complexas, podendo ser usadas como protótipos na 

pesquisa de descoberta de fármacos (Wibowo et al., 2021).  

Dentre os organismos marinhos mais explorados para estudos de seus 

metabólitos bioativos encontram-se esponjas, tunicados, corais e 

moluscos. Microrganismos como actinomicetos, fungos, dinoflagelados, 

cianobactérias e bactérias marinhas, associados a organismos marinhos, 

também produzem diversos metabólitos bioativos. A esponja Cryptotethya 

crypta foi o primeiro organismo marinho a ser investigado quimicamente 

pelos pesquisadores Bergmann e Feeney, que em 1951, fizeram o 

isolamento e identificação da citosina arabinosídeo (ara-C), que hoje é 

utilizada no tratamento de leucemia (Khalifa et al., 2019).  

Dentre os diversos compostos provenientes de organismos marinhos já 

existentes, é possível encontrar fármacos com diversos usostratamento 

câncer, infecções virais, antioxidantes, entre outros. Medicamentos de 

origem marinha (Figura 10) para o tratamento de câncer incluem 

Adcetris® (Brentuximab vedotin), Halaven® (Eribulina), Yondelis® e 

Cytosar-u® (Citarabina). O principal componente do Adcetris® é um 

peptídeo, originalmente isolado do molusco marinho Dolabella auricularia. 
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O composto halicondrina B, isolado da esponja Halichondria okadai, 

originou o fármaco Halaven®, amplamente utilizado para o tratamento de 

mama. Yondelis®, um produto natural marinho isolado do tunicado 

Ecteinascidia turbinata. Cytosar-u®, desenvolvido para tratar diferentes 

formas de leucemia, foi isolado da esponja Cryptotheca crypta (Khalifa et 

al., 2019; Álvarez-Bardón et al., 2020). 

 

Figura 10: Estruturas de fármacos aprovados, isolados de produtos naturais marinhos. 
Fonte: DrugBank (2022). 

 

1.4.2. Tubastraea tagusensis 

Os invertebrados marinhos, entre eles os corais, são importantes fontes 

para descoberta de novos protótipos com potencial para fármacos. 

Tubastraea tagusensis é um coral da ordem Scleractinia que secreta um 

esqueleto de carbonato de cálcio capaz de fornecer defesa contra 
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possíveis predadores (Figura 11). A introdução desses corais 

azooxantelados (Dendrophyllydae) ocorreu por meio de incrustações em 

plataformas de óleo e gás trazidas para a Bacia de Campos, na região 

norte do estado do Rio de Janeiro, na década de 1980. Atualmente, o 

coral está distribuído em mais de 3.500 km da costa brasileira, aderido em 

substratos naturais e artificiais (Zanotti et al., 2020).  

O sucesso de sua invasão e adaptação está relacionado à rápida taxa de 

crescimento, idade reprodutiva precoce, liberação de larvas clonais 

durante todo ano, alta capacidade regenerativa e falta de competidores / 

predadores nativos. Dessa forma, são uma ameaça à organismos 

endêmicos das regiões invadidas, dentre os organismos ameaçados, 

destaca-se o coral endêmico Mussismilia hispida, coral cérebro 

(Scleractinia, Mussidae), as interações entre essas espécies geram 

efeitos adversos, como necrose tecidual de M. hispida (Carpes et al., 

2020; Zanotti et al., 2020).  

A produção de metabólitos secundários contribui para essa estratégia, 

sendo responsável por baixas taxas de predação por peixes e evitando a 

incrustação de outros organismos marinhos na competição por espaço no 

substrato (Carpes et al., 2020). Essas substâncias são de particular 

interesse, pois podem ter considerável potencial farmacológico (Sampaio 

et al., 2012; Lages et al., 2012; Carpes et al., 2020). Tubastraea spp. são 

conhecidos por serem fontes de ácidos graxos, esteróis, macrolídeos 

polioxazol e alcaloides (Maia et al., 2014; Carpes et al., 2020). 

Além disso, o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos 

Recursos Naturais Renováveis) possui um plano nacional de prevenção, 

controle e monitoramento do Coral-sol (Tubastraea spp.) no Brasil, a fim 

de  com o intuito de controlar o crescimento dessa espécies invasora, 

mitigando o impacto sobre a biodiversidade brasileira (IBAMA, 2018). 
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Figura 11: Colônias do coral Tubastraea tagusensis. Fonte: Alexandre Ornellas, ICMBio. 

 

1.4.3. Alcaloides Marinhos 

Os alcaloides constituem uma das maiores classes de produtos naturais, 

e são sintetizados por plantas, microrganismos, organismos marinhos, 

insetos e animais, compreendendo um extenso e importante grupo de 

metabólitos secundários (Tempone et al., 2021). Essa classe de 

compostos evoluiu como um mecanismo de defesa química contra 

predadores, sendo frequentemente moléculas altamente potentes e 

tóxicas. Esses compostos, apresentam bases nitrogenadas e anel 

heterocíclico em sua estrutura (Kochanowska-Karamyan e Hamann, 

2010; França et al., 2014; Netz e Opatz, 2015; Tempone et al., 2021).  

Os alcaloides são amplamente distribuídos, principalmente, em plantas 

pertencentes às famílias Apocynaceae, Loganiaceae, Rubiaceae e 

Nyssaceae. No ambiente marinho, também já foram descritos em 

esponjas, algas e moluscos. Segundo a literatura, os alcaloides são 

conhecidos por apresentar atividade anti-hipertensiva (Sagi et al., 2016), 

antitumoral (El-Sayed e Verpoorte, 2007), atividade contra doenças 

neurológicas (Kochanowska-Karamyan e Hamann, 2010) e atividade 

antiprotozoária (Tempone et al., 2021). Considerando sua ampla 
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distribuição nos invertebrados marinhos e seu potencial farmacológico, os 

alcaloides podem ser utilizados como possíveis candidatos terapêuticos 

para doenças parasitárias tropicais. De acordo com a classificação da 

estrutura química (Figura 12), eles podem ser divididos em alcaloides 

piperidínicos, alcaloides quinolínicos, alcaloides isoquinolínicos, 

alcaloides indólicos, alcaloides terpenoides, alcaloides esteróides, entre 

outros (Liu et al., 2019). 

 

Figura 12: Exemplos da estrutura química de alcaloides. Fonte: Adaptado Liu et al., 
2019. 

 

Os alcaloides derivados de organismos marinhos, especialmente os 

alcaloides indólicos, exibem uma infinidade de atividades biológicas, 

como atividades antibacterianas, antifúngicas, anti-inflamatórias, 

antiparasitária, antimalárica e antiviral (Wibowo et al., 2014).  

Os alcaloides indólicos são compostos orgânicos cíclicos contendo 

nitrogênio e um núcleo indol. Esse núcleo indol é um dos sistemas de 

anéis mais importantes da natureza, sendo considerado uma “estrutura 

privilegiada” quando se trata do desenvolvimento de fármacos (Wibowo et 

al., 2021; Hu et al., 2021). 
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Geralmente, os alcaloides indólicos podem ser classificados em quatro 

grupos: alcaloides indólicos simples, indol prenilados, bis/tris indol e indol 

anelados (Figura 13) (Wibowo et al., 2022).  

 

Figura 13: Classificação de alcaloides indolicos. Fonte: adaptado de Wibowo et al., 2022. 

 

Os alcaloides indólicos simples são derivados principalmente do 

aminoácido triptofano ou de seu precursor direto. Os alcaloides indólicos 

prenilados representam um grande subgrupo dos alcaloides indólicos e 

fornecem várias atividades biológicas potentes, possuindo ampla 

distribuição em organismos terrestres e marinhos. Os alcaloides bis e 

trisindol são derivados de dois ou três núcleos indol; essa classe 

apresenta diversas atividades biológicas, como atividades antivirais, 

antitumorais, antibacterianas e anti-inflamatórias, sendo protótipos 

promissores para o desenvolvimento de fármacos. Nos alcaloides 

indólicos anelados, um único núcleo indólico é fundido a outros sistemas 

de anéis (hetero)cíclicos que não são derivados de pernil (Netz e Opatz, 

2015; Wibowo et al., 2022). 
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1.5. Justificativa 

A terapia em uso clínico para o tratamento da leishmaniose é a mesma 

desde o século passado, com alto custo, dificuldade de administração, 

esquemas posológicos longos, e com severos efeitos colaterais, 

resultando no abandono precoce do tratamento, incluindo o aparecimento 

de resistência aos fármacos. Já o tratamento da doença de Chagas 

apresenta um único fármaco no Brasil, com efeitos adversos significativos, 

tratamento longo e a baixa eficácia na fase crônica da doença. Dessa 

forma, a busca por alternativas terapêuticas menos tóxicas e mais 

eficazes, se faz essencial para o tratamento de pacientes com doenças 

causadas por esses protozoários. 
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2. Objetivos 

2.1. Geral 

Avaliar o potencial antiparasitário de metabólitos secundários isolados a 

partir de colônias do coral Tubastraea tagusensis. 

 

2.2. Específicos  

a) Fracionar por estudo biomonitorado, metabólitos secundários de 

colônias do coral Tubastraea tagusensis para isolamento de 

compostos ativos contra Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma 

cruzi. 

b) Isolar e purificar os compostos ativos por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) e caracterizar quimicamente o composto mais ativo, 

através de técnicas de ressonância magnética nuclear e 

espectrometria de massas. 

c) Avaliar, in vitro, a concentração efetiva 50% em formas amastigotas 

intracelulares e promastigotas de Leishmania (L.) infantum, e 

tripomastigotas e amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi do 

composto isolado. 

d)  Avaliar a citotoxicidade in vitro do composto ativo em células de 

mamífero NCTC clone L929, determinando os respectivos índices de 

seletividade. 

e) Realizar estudos de mecanismos de ação antiparasitário do composto 

ativo, avaliando: i) a permeabilidade da membrana plasmática, ii) o 

potencial elétrico da membrana mitocondrial, iii) níveis de cálcio, iv) 

níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS); v) níveis de ATP; vi) 

pH de acidocalsissomos; vii) perfil protéico. 
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3. Material e Métodos 

3.1. Reagentes 

Sytox® Green, 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazólio (MTT), 2',7'- 

diacetato de diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA), iodeto de 5,5', 6,6'-

tetracloro-1,1', 3,3'-tetraetilbenzimidazolil carbocianina (JC-1), ATP 

Determination Kit e fluo-4 AM foram adquiridos da Molecular Probes® 

(Invitrogen™). Soro fetal bovino (SFB) foi obtido da Gibco e sulfato de 

gentamicina da Hipolabor Farmacêutica. Todos os outros reagentes não 

mencionados foram adquiridos da Sigma-Aldrich. 

 

3.2. Animais de experimentação 

Hamsters dourados (Mesocricetus auratus) machos e camundongos 

BALB/c (Mus musculus) fêmeas foram obtidos do biotério do Instituto 

Adolfo Lutz de São Paulo (IAL). Os animais foram mantidos em caixas 

esterilizadas com material absorvente, em um ambiente com temperatura 

e umidade controladas, recebendo água e alimento ad libitum.  

Para manutenção do parasita Leishmania (L.) infantum 

(MHOM/BR/1972/LD), os hamsters foram infectados, pela via 

intraperitoneal, com 1x108 amastigotas/animal, extraídas e purificadas do 

baço de um hamster previamente infectado. Após 90 dias da infecção, os 

animais foram eutanasiados para obtenção e purificação de novos 

amastigotas. Camundongos BALB/c fêmeas foram utilizados para 

obtenção de macrófagos peritoneais.  

Todos os procedimentos realizados com animais tiveram aprovação pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz/Instituto 

Pasteur (CEUA IAL 05/2018). 

3.3. Leishmania (L.) infantum 

As formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum 

(MHOM/BR/1972/LD) foram cultivadas em meio M-199 suplementado 
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com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado, 0,25% de hemina, sob a 

temperatura de 24°C em estufa BOD, livre da adição de antibióticos.  

As formas amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum foram obtidas a 

partir de centrifugação diferencial do baço de hamsteres previamente 

infectados. O número de parasitas foi determinado pelo método descrito 

por Stauber e colaboradores (1958), 60 a 70 dias pós-infecção.  

 

3.4. Trypanosoma cruzi 

Formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) 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).  

As formas intracelulares de T. cruzi foram obtidas através da infecção de 

tripomastigotas em macrófagos peritoneais em uma proporção de 10:1 

(parasitas/macrófagos), incubadas por 2 horas (da Costa-Silva et al., 

2021). 

 

3.5. Células de mamífero 

Para a cultura de células de mamíferos foi utilizado meio RPMI-1640 

suplementado com NaHCO3 (24 mM) e sulfato de gentamicina (20 µg/mL), 

em pH 7,2.  

Fibroblastos de tecido conjuntivo de camundongos(NCTC clone L929 - 

ATCC® CCL-1™; e células LLC-MK2), foram fornecidos pela Seção de 

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

1640 com 10% de SFB em estufa a 37°C com 5% de CO2 (Amaral et al., 

2019).  

Macrófagos peritoneais foram coletados por meio da lavagem da cavidade 

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

suplementado com 10% de SFB (Romanelli et al., 2019).  
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3.6. Coleta da Tubastraea tagusensis 

A coleta de colônias do coral-sol, Tubastraea tagusensis (Figura 14) foi 

realizada na região de Ilha Bela, juntamente com o Prof. Alvaro Migotto, 

do Centro de Biologia Marinha da Universidade de São Paulo (CEBIMar - 

USP), nos dias 04 e 05 de novembro de 2019 (Figura 15). 

As colônias foram coletadas na região do Farol do Moleque (S 

23°49’40,.7” W045°24’44.7”).  

Posteriormente, essas colônias foram separadas do substrato com o 

auxílio de uma talhadeira, identificadas e pesadas para dar início à 

extração dos metabólitos. 

 

Figura 14: Colônia do coral-sol (Tubastraea tagusensis). Fonte: Marcelo Visentini 
Kitahara - Cifonauta - Cebimar. 
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Figura 15: Mapa da região da Universidade de São Paulo, Centro de Biologia Marinha 
(seta azul - CEBIMAR), em São Sebastião, onde foram realizadas as coletas do coral 
Tubastraea tagusensis (seta vermelha- Farol do Moleque) Fonte: Google Maps. 

 

3.7.  Obtenção dos extratos orgânicos (metabólitos secundários) 

No total, foram coletados, aproximadamente, 2 quilogramas de colônias 

isoladas da T. tagusensis que foram processadas em triturador 

juntamente com 8 litros de metanol. Essa mistura ficou identificada como 

extrato bruto em metanol (ExMeOH), e posteriormente foi reduzida à 

secura em evaporador rotativo e o material armazenado à -20ºC. 

 

3.7.1. Obtenção de metabólitos secundários a partir da partição 

líquido-líquido 

Para a obtenção de metabólitos secundários ativos da T. tagusensis, foi 

adicionado água Mili-Q ao extrato bruto (ExMeOH) e esse foi submetido 

a partição líquido-líquido com solventes de polaridade crescente: n-

hexano, acetato de etila e butanol (1:1, v/v). Essa partição resultou em 

três frações: fração em hexano (FrHex), fração em acetato etila (FrAcOEt) 

e fração em butanol (FrBut) como mostra na Figura 16.  
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Essas frações foram concentradas em evaporador rotativo, pesadas, 

dissolvidas em metanol, diluídas serialmente em meio de cultura M199 e 

RPMI 1640 e testadas contra os parasitas L. (L.) infantum e Trypanosoma 

cruzi na concentração de 200 µg/mL. Ao mesmo tempo, foi separado 1 

mg de cada fração e enviado para o laboratório de Prof. João H.G. Lago, 

da Universidade Federal do ABC (UFABC), para que fossem feitas 

análises de Ressonância Magnética Nuclear. 

Figura 16: Esquema da partição líquido-líquido da Tubastraea tagusensis. 

 

3.7.2. Fracionamento cromatográfico utilizando Sephadex LH-20 

A partir do resultado do ensaio de bioatividade das frações e da análise 

de ressonância magnética nuclear, demos início ao isolamento e 

purificação da fração acetato de etila (FrAcOEt), fração esta, que 

apresentou a maior potência, como também que apresentava compostos 

de média polaridade 

Este material foi submetido ao fracionamento cromatográfico utilizando 

Sephadex LH-20 como fase estacionária em uma coluna de vidro de 2,4 

x 70 cm, utilizando uma solução de MeOH e AcOEt (1:1 v/v) como fase 

móvel. Foi utilizado uma bomba peristáltica com um fluxo de 90 mL/h à 

Extrato bruto 
MeOH

Fração Hexano
(FrHex)

Fração Aquosa

Fração Acetato de Etila
(FrAcOEt) Fração Aquosa

Fração Aquosa
Fração Butanol 

(FrBut)
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uma temperatura 21°C. As frações foram coletadas a um volume de 5 mL 

cada em tubos de vidro. 

De cada fracionamento, foram obtidas 90 frações que, após evaporação 

dos solventes, foram reunidas por similaridade, a partir da técnica de 

cromatografia de camada delgada (CCD). 

 

3.7.3. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

As análises por CCD das frações coletadas pela Sephadex LH-20, foram 

efetuadas utilizando placas de sílica gel com indicadores de fluoresceína 

(Merck). Como fase móvel foram utilizados os solventes metanol e acetato 

de etila (1:1 v/v). 

A revelação e visualização das bandas foi realizada em câmara com luz 

ultravioleta (254 nm) e utilização de sulfato cérico, seguido de 

aquecimento a 100°C para revelação. A partir dessa análise, as frações 

foram reunidas em 6 grupos. 

 

3.7.4. Desreplicação através da Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) 

Uma alíquota (1 mg) de todos os extratos, e de cada fração obtida, foram 

encaminhados para o laboratório do Professor João Lago, na 

Universidade Federal do ABC, e foram submetidas à análise por 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H). Os espectros 

das RMN de 1H da FrAcOEt sugeriram presença de compostos 

aromáticos e possivelmente, alcaloides.  

Os espectros de RMN de 1H foram registrados em espectrômetro Varian 

INOVA 500, operando a 500 e 125 MHz, na Central Experimental 

Multiusuário da UFABC – campus Santo André. 
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3.7.5. Pré-fracionamento em cartucho de extração em fase sólida 

(SPE) C18 

Foi realizada a análise das frações por Ressonância Magnética Nuclear, 

visando a seleção de frações que apresentassem sinais correspondentes 

a anéis aromáticos.  

Esse material foi submetido à separação em cartucho de extração em fase 

sólida Sep-Pak C18 (1 g) utilizando água/metanol em diferentes 

proporções (1:0; 1:1, 0:1 v/v). Os analitos foram coletados em frações de 

10 mL cada, reduzidos em evaporador rotativo e posteriormente testados 

contra os parasitas conforme descrito.  

 

3.7.6. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

Após a passagem pelo cartucho de extração em fase sólida, foi realizada 

a CLAE da fração ativa. Para obtenção do melhor perfil de separação, 

colunas analíticas de diferentes fases, dentre estas, ciano, C4, C8, C18 e 

fenil, foram testadas em sistema CLAE com duas bombas AT e sistema 

de detecção por arranjo de diodos (Shimadzu Corporation-Japão). Foi 

selecionada a coluna C18 ACE (250 x 4,5 mm 5 µm). A FrAcOEt 5 foi 

diluída em metanol (MeOH) e aplicada na coluna (100 µL). A eluição 

dessa fração foi acompanhada em uma faixa de 200-800 nm. O fluxo 

utilizado foi de 1 mL/min, em gradiente de MeOH (solvente B) em água 

(solvente A) utilizando variando de 50-100% em 30 minutos. 

Foram coletadas 9 frações, posteriormente submetidas a análise em 1H 

RMN pelo Prof. João Lago (UFABC). A fração V, com sinais 

característicos de composto aromático, foi refracionada em uma coluna 

C4 (ACE, dimensões 250 x 4,6 mm, 5 µm). A fração V foi diluído em MeOH 

e aplicado na coluna (20 µL). O fluxo utilizado foi de 1mL/min, em 

gradiente de AcOEt (solvente B) em água (solvente A) varaindo de 35 a 

100% em 20 minutos. Dessa análise foram coletadas seis frações.  
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3.7.7. Elucidação Estrutural  

A fração ativa, denominada V’ foi analisada em cromatografia líquida 

acoplada a espectrômetro de massas de alta resolução (CLAE-HRMS) no 

Instituto Adolfo Lutz. Foi aplicada uma solução de 1 µg/mL da fração V’, 

dissolvida em MeOH. Para o HRMS foi utilizado um fluxo de 5 µL/min, 

fonte de ionização HESI (electrospray aquecido – fonte de ionização por 

eletro nebulização com aquecimento), taxa de fluxo do gás foi de 5 

unidades arbitrarias com temperatura de 50°C. A temperatura do capilar 

foi de 320°C, com voltagem de 4.50 kV. 

Já as condições cromatográficas foram: solução aquosa de formiato de 

amônio 5mM e ácido fórmico 0,1% (v/v) (Fase A) e solução metanólica de 

formiato de amônio 5mM e ácido fórmico 0,1% (v/v) (Fase B). A coluna 

utilizada foi coluna Hypersil Gold aQ C18 (50 x 2.1 mm) com partícula de 

1,9 µm, com gradiente do fluxo de 0,3 mL/min. 

Também foi utilizada RMN de 13C, com a colaboração do Prof. Luiz 

Octavio Regasini, do Laboratório de Antibióticos e Quimioterápicos, da 

Universidade Estadual Paulista (Unesp) de São José do Rio Preto. Os 

espectros de 13C NMR, HSQC, HMQC, HMBC, DEPT-90, DEPT-135 e 

NOESY 2D foram analisados no aparelho Bruker Avance III 14.1 T, Bruker 

Avance III 9.4 T e Bruker Fourier 7.1 T espectometros, utilizando metanol 

deuterado como solvente e TMS como controle interno. Os 

deslocamentos químicos (δ) e os constantes de acoplamento (J) foram 

expressos em ppm e Hz, respectivamente. Multiplicidades foram 

reportadas como singleto (s), dupleto (d), dupleto de dupleto (dd), tripleto 

(t), quarteto (q), dopleto tripleto (dt) e multipleto (m). 

 

3.8. Determinação in vitro da atividade antiparasitária e concentração 

efetiva 50% (CE50)  

O composto isolado foi dissolvido em DMSO na concentração de 30 mM. 

Após este procedimento, foi diluído em meio de cultura e incubado com 
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os parasitas em diferentes concentrações com o objetivo de se determinar 

as respectivas CE50.  

 

3.8.1. Determinação in vitro da atividade parasitária e concentração 

efetiva 50% (CE50) contra formas promastigotas e amastigotas 

de L. (L.) infantum 

Promastigotas de L. (L.) infantum em fase exponencial tardia foram 

adicionados a 1x106 parasitas/poço em placas de 96 poços e incubados 

a 24°C por 48h com o composto serialmente diluído em base 2 (150 - 1,2 

µM) em meio 199, suplementado com 10% de SFB. Após o período de 

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

mg/mL/poço) e incubação por 2h. Para solubilizar a formazana no interior 

da mitocôndria, 80 µL de SDS (10% m/v) foi adicionado aos poços e após 

24h, a leitura da placa foi realizada em espectrofotômetro (FilterMax F5 

MultiMode) com λ a 570 nm (Tada et al., 1986). Parasitas não tratados 

foram utilizados como controle positivo (100% de viabilidade). 

Amastigotas de L. (L.) infantum: Macrófagos peritoneais (1x105 

células/poço) foram adicionados em placas NUNC (Thermo) de 16 poços 

e incubados a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 24h. Após este 

procedimento, foi realizada a infecção com amastigotas de L. (L.) infantum 

na proporção 10:1 (amastigotas/macrófago) e as placas foram novamente 

incubadas por 24h. Em seguida, foi realizada uma lavagem para remoção 

de amastigotas não internalizados. Posteriormente, os macrófagos 

infectados foram tratados com os compostos serialmente diluídos em 

base 2 (100 - 0,78 µM) em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de 

SFB, por 96 horas (Tempone et al., 2007). Ao final do ensaio, as células 

foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa e observadas em 

microscópio óptico com objetiva de imersão (100x). Para determinação da 

concentração efetiva 50%, foi utilizado o índice de infecção (IF), obtido 

através da contagem diferencial de 200 macrófagos/poço e calculado pela 

seguinte fórmula (Chang et al., 1986):  
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𝐼𝐹 =
𝑁º 𝑀𝑎𝑐𝑟ó𝑓𝑎𝑔𝑜𝑠 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑥 𝑁º 𝐴𝑚𝑎𝑠𝑡𝑖𝑔𝑜𝑡𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟𝑒𝑠

𝑁º 𝑀𝑎𝑐𝑟ó𝑓𝑎𝑔𝑜𝑠 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠
 

Células infectadas e não tratadas foram utilizadas como controle positivo. 

 

3.8.2. Determinação in vitro da atividade parasitária e concentração 

efetiva 50% (CE50) contra formas tripomastigotas e amastigotas de T. 

cruzi 

Tripomastigotas: O composto, dissolvido em DMSO (100%), foi diluído em 

série (base 2) utilizando-se meio RPMI-1640, em placas de 96 poços e 

em seguida formas tripomastigotas de T. cruzi foram adicionadas na 

concentração de 1x106 parasitas/poço. As placas foram mantidas a 

temperatura de 37°C em estufa com 5% de CO2 durante 24 horas. Após 

esse período, para a determinação da viabilidade dos parasitas, foi 

adicionado 20 µL de resazurina a 10% (v/v). As placas permaneceram 

incubadas por 20 horas sob as mesmas condições. Ao final do ensaio, a 

leitura foi realizada em espectrofotômetro de placas (Filte Max F5 Multi-

Mode Microplate Reader) à λ 570 nm (Gehrke et al., 2013). Como controle 

positivo (100% de células vivas), foi utilizado células não tratadas. Todos 

os ensaios foram realizados em duplicatas. 

Amastigotas Intracelulares: Macrófagos peritoneais (1x105 células/poço) 

foram adicionados em placas NUNC de 16 poços e incubados a 37°C em 

estufa com 5% de CO2 por 24h. Em seguida, as células foram infectadas 

(10:1 parasita/macrófago) com 1x106 tripomastigotas/poço por 2 horas. 

Em seguida, adicionou-se o composto diluído seriadamente em base 2 

(100 - 0,78 µM). As formas intracelulares do parasita permaneceram 

incubadas durante 48 horas para obtenção do CE50. Ao final do ensaio, 

as células foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa e observadas 

em microscópio óptico com objetiva de imersão (100x). Para 

determinação da concentração efetiva 50%, foi utilizado o índice de 

infecção (IF), obtido através da contagem diferencial de 200 

macrófagos/poço e calculado pela fórmula acima (item 3.8.1) (Chang et 
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al., 1986). Macrófagos infectados e não tratados foram utilizados como 

controle positivo. 

 

3.9. Determinação in vitro da Concentração Citotóxica 50% (CC50) 

Com o intuito de determinar a CC50 em células de mamífero, fibroblastos 

de camundongo NCTC clone 929 foram adicionados (6x104 células/poço) 

em placas de 96 poços e incubados a 37°C em estufa com 5% de CO2 

por 48h com o composto serialmente diluído em base 2 (200 a 1,6 µM) 

em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB. Posteriormente, a 

viabilidade celular foi determinada pela adição de 20 µL de MTT e 

incubação por 2h. Ao final, 80 µL de SDS (10% m/v) foi acrescentado e 

após 24h a leitura da placa foi realizada em espectrofotômetro (FilterMax 

F5 MultiMode) à λ 570 nm (Tada et al., 1986). Células não tratadas foram 

utilizadas como controle positivo. 

 

3.10. Determinação do Índice de Seletividade (IS) 

O índice de seletividade dos compostos foi calculado por meio da fórmula: 

 

𝐼𝑆 =
𝐶𝐶50 𝑒𝑚 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑚í𝑓𝑒𝑟𝑜

𝐶𝐸50 𝑒𝑚 𝑎𝑚𝑎𝑠𝑡𝑖𝑔𝑜𝑡𝑎 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟
 

 

3.11. Análise de parâmetros in silico 

As propriedades druglikeness do composto MR01 foram avaliadas in silico 

usando a plataforma online SwissADME (Daina et al, 2017). Esta análise 

inclui diversos modelos para avaliar: i) propriedades físico-químicas - 

definidas como área de superfície polar topológica (TPSA) e número de 

ligações rotativas; ii) lipofilicidade (log P); iii) solubilidade aquosa (log S); 

iv) parâmetros farmacocinéticos (absorção gastrointestinal e inibição do 

CYP450); v) perfil drug-likeness utilizando filtros de Lipinski (Pfizer), Veber 

(GlaxoSmithKline) e Muegge (Bayer); vi) compostos interferentes 
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(PAINS). Além desses parâmetros, a plataforma também fornece um 

radar de biodisponibilidade, com faixas de seis propriedades: 

lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturação. 

Para o composto MR01, todas as previsões do ADMET foram avaliadas 

usando a plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina et 

al., 2017). 

 

3.12.  Avaliação dos Mecanismos de Ação  

Para determinação de parâmetros de tempo de incubação e concentração 

ideais para os estudos de mecanismo de ação, foi realizado um novo 

ensaio de concentração efetiva 50%. Desse modo, os parasitas 

(tripomastigotas de T. cruzi) foram incubadas na concentração de 2x106 

células/poço em placas de 96 poços com o composto serialmente diluído 

em base 2 (200 a 1,6 µM) em meio HBSS suplementando com NaHCO3 

(4,2 mM) e D-glicose (10 mM), a 24°C por 1, 2, 3 e 4h. Após o período de 

incubação, a morfologia celular foi avaliada visualmente em microscópio 

invertido (Nikon Eclipse TS100) e a viabilidade celular foi determinada 

utilizando o corante resazurina (Alamar Blue®). A leitura da placa foi 

realizada em espectrofotômetro (FilterMax F5Multi-Mode) à λ 570 nm 

(Amaral et al., 2019). 

 

3.12.1. Alteração da Permeabilidade da Membrana Plasmática 

Para determinar possíveis alterações de permeabilidade da membrana 

plasmática celular, foi utilizado Sytox® Green, um marcador fluorescente 

de ácidos nucleicos, impermeável a células viáveis. Os parasitas 

(tripomastigotas de T. cruzi) foram adicionados em placas pretas (2x106 

parasitas/poço) de 96 poços e incubados com Sytox® Green (1 µM) em 

meio HBSS suplementando com NaHCO3 (4,2 mM) e D-glicose (10 mM), 

a 24ºC por 15 min. Posteriormente, foi realizada uma leitura basal da 

placa, após essa leitura, o composto MR01 (130 µM) foi adicionado e a 

fluorescência foi monitorada por 2 horas. As leituras foram realizadas no 

http://www.swissadme.ch/
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espectrofluorímetro (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) com 

filtros de excitação de 485 nm e emissão de 535 nm (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).  

 

3.12.2. Alteração no Potencial da Membrana Mitocondrial (Δψm) 

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

o composto MR01 (130 µM) em meio HBSS suplementando com NaHCO3 

(4,2 mM) e D-glicose (10 mM), em estufa a 37ºC com 5% de CO2 por 1 e 

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

acrescentado. Após 20 minutos de incubação a 37ºC, a fluorescência foi 

medida em citometria de fluxo (Atunne NxT) com filtro de excitação 488 

nm e emissão 530 (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 (100 µM) e 

parasitas não tratados foram utilizados como controle negativo (100% 

viabilidade, potencial basal). 

 

3.12.3. Alterações nos Níveis de Adenosina Trifosfato (ATP) 

Os níveis de ATP foram quantificados através do método de 

bioluminescência luciferina-luciferase, utilizando um kit de determinação 

de ATP.  

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

o composto MR01 (130 µM) em meio HBSS suplementando com NaHCO3 

(4,2 mM) e D-glicose (10 mM), em estufa a 37º C com 5% de CO2 por 1 e 

2 horas. Uma lavagem foi realizada, posteriormente os parasitas foram 

lisados com Triton X-100 (0,5%) e um tampão de reação padrão (DTT 1 

mM, luciferina 0,5 mM e luciferase 1,25 µg/ml) foi acrescentado. Uma 
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curva de ATP (5000 a 1 nM) foi utilizada como padrão e a luminescência 

das amostras foi determinada pela leitura em luminômetro (FilterMax 

F5Multi-Mode) (Dolai et al., 2009). 

Níveis reduzidos de ATP foram obtidos na presença de CCCP (100 µM) e 

parasitas não tratados foram utilizados como controle negativo (100% 

viabilidade, nível basal). 

 

3.12.4. Alterações nos Níveis de Espécies Reativas de Oxigênio 

(ROS) 

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

placas pretas de 96 poços e incubados com o composto MR01 (130 µM) 

em meio HBSS suplementando com NaHCO3 (4,2 mM) e D-glicose (10 

mM), em estufa a 37ºC com 5% de CO2 por 1 e 2 horas. Posteriormente, 

H2DCFDA (5 µM) foi acrescentado, e após 15 min 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). 

Níveis máximos de espécies reativas de oxigênio foram obtidos na 

presença de azida (10 mM) e parasitas não tratados foram utilizados como 

controle negativo (100% viabilidade, nível basal). Para verificar a possível 

ocorrência de interferências na fluorescência, controles contendo apenas 

o composto e o fluoróforo foram adicionados em todos os experimentos. 

 

3.12.5. Alteração dos Níveis de Cálcio Intracelular.  

Tripomastigotas de T. cruzi (2x106 parasitas/poço) foram pré-tratados com 

o fluorófuro Fluo-4 AM (5 µM) em PBS 1x, por 1h a 37ºC. Posteriormente, 

os parasitas foram lavados e adicionados em placas pretas de 96 poços. 

Em seguida, uma leitura basal foi realizada e o composto MR01 (130 µM) 

foi adicionado. A fluorescência foi monitorada a cada 20 min por 2h em 
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espectrofluorímetro com filtros de excitação e emissão de 485 e 535 nm, 

respectivamente (Corral et al., 2016). 

Níveis máximos de cálcio foram obtidos utilizando Triton X100 a 0,5% 

(v/v), utilizado como controle positivo, e parasitas não tratados foram 

usados como controle negativo (100% viabilidade, nível basal). Controles 

contendo apenas o composto e o fluoróforo foram adicionados em todos 

os experimentos para verificar a ocorrência de interferências na 

fluorescência. 

 

3.12.6. Alterações nos Acidocalcisomas 

Tripomastigotas de T. cruzi (2x106 parasitas/poço) foram pré-tratados com 

laranja de acridina (4 µM) em PBS 1x, por 5 min a 37ºC. Os parasitas 

foram então lavados e adicionados em placas pretas de 96 poços. Em 

sequência, uma leitura basal foi realizada e o foram encubados com o 

composto MR01 (130 µM). A fluorescência foi monitorada a cada 20 min 

por 2h em espectrofluorímetro com filtros de excitação e emissão de 485 

e 535 nm, respectivamente (Serrano-Martín et al., 2009). 

Níveis máximos de alcalinização foram obtidos utilizando nigericina (4 µM) 

e parasitas não tratados foram empregados como controle negativo 

(100% viabilidade, nível basal) (Docampo et al., 1995). Controles 

contendo apenas o composto e o fluoróforo foram adicionados em todos 

os experimentos para verificar a ocorrência de interferências na 

fluorescência. 

 

3.12.7. Avaliação do Perfil Proteico de Tripomastigotas de T. 

cruzi 

Tripomastigotas (1x107/poço) foram tratados com MR01 (130 µM) e 

benznidazol (40 µM) durante 18 horas em meio RPMI. Após este período, 

as suspensões de amostras das culturas expandidas foram centrifugadas, 

o sobrenadante removido e o precipitado foi lavado duas vezes em água 
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Mili-Q. O precipitado foi ressuspendido em 300 µL de água Mili-Q antes 

de adicionar 900 µL de etanol 70% (v/v). Após nova centrifugação, 20 µL 

de ácido fórmico a 70% e 20 µL de acetonitrila foram adicionados ao 

precipitado e a solução foi agitada em vórtex e centrifugada. Cada etapa 

de centrifugação foi realizada a 10.000 g por 10 min em temperatura 

ambiente. Parasitas não tratados foram usados como controle (Mouri et 

al, 2014). 

O sobrenadante foi distribuído (3 µL) em duplicatas em uma placa de 96 

poços de aço para MALDI-TOF/MS (Bruker-Daltonics, Bremen, 

Alemanha) e seca em temperatura ambiente. A matriz, ácido α-ciano-4-

hidroxi-cinâmico (HCCA) (Bruker-Daltonics), foi preparada a uma 

concentração de 50 mg/mL em 50% de acetonitrila e 50% de água com 

2,5% de TFA, e foi adicionada (1 µL) na placa. Um extrato de proteína 

DH5-alfa de Escherichia coli (BrukerDaltonics) foi adicionada na placa 

para controle externo. As análises foram realizadas em um espectrômetro 

de massas Bruker Microflex MALDI-TOF/MS com um laser de nitrogênio 

(337 nm) operando em modo linear com extração retardada (260 ns) a 20 

kV de voltagem de aceleração. Cada espectro foi coletado 

automaticamente no modo de íon positivo como uma média de 500 

disparos de laser (50 disparos de laser em 10 posições de pontos 

diferentes). Uma faixa de massa entre 3.000 e 20.000 m/z (relação 

massa/carga) foi selecionada para coletar os sinais com a ferramenta 

Auto Xecute do software de aquisição FlexControl (Versão 2.4; Bruker-

Daltonics). Apenas picos com relação sinal/ruído foram considerados 

(Mouri et al., 2014). 

 

3.13. Análise estatística 

Os valores de concentrações efetivas e os valores de concentração 

citotóxica 50% foram calculados usando curvas sigmoidais dose-resposta 

utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os dados relatados são a 

média ± desvio padrão de pelo menos dois experimentos independentes 

realizados com amostras em duplicatas. ANOVA de variância unilateral 
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com Teste de Comparação Múltipla de Tukey foi usado para teste de 

significância (valor P).  
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4. Resultados 

 

4.1. Estudo biomonitorado e partição líquido-líquido 

A partir da partição líquido-líquido, foram originadas um extrato bruto e 

três frações orgânicas, sendo estas: ExMeOH (50,3 mg), FrHex (9,9 g), 

FrAcOEt (3,7 g) e FrBut (20,6 mg).  

As frações foram testadas na concentração máxima de 200 µg/mL e foram 

diluídas serialmente em base 2 até a concentração de 1,56 µg/mL. 

Destas, a fração em acetato de etila (FrAcOEt) apresentou atividade 

contra formas promastigotas de L. (L.) infantum, com uma CE50 de 11,8 

µg/mL. A fração em butanol (FrBut) também apresentou atividade contra 

as formas promastigotas de L. (L.) infantum com uma CE50 de 34,4 µg/mL 

(Tabela 1). O extrato bruto em metanol (ExMeOH) e a fração em hexano 

(FrHex) não apresentaram atividade contra as formas promastigotas de L. 

(L.) infantum. 

Para as formas tripomastigotas de T. cruzi, a fração mais ativa foi a fração 

FrAcOEt, com uma CE50 de 4,5 µg/mL; a FrHex e FrBut apresentaram 

valores de CE50 de 99,3 e 19,3 µg/mL, respectivamente. O extrato bruto 

ExMeOH não apresentou atividade contra as formas tripomastigotas de 

T. cruzi (Tabela 1). 

Tabela 1: Avaliação da concentração efetiva 50% (CE50) contra promastigotas de 
Leishmania (L.) infantum e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e massas das frações 
obtidas após partição. 

Fração Massa (g) 

Atividade anti-

Leishmania infantum 

(CE50) µg/mL 

Atividade anti-

Tripanosoma cruzi 

(CE50) µg/mL 

Metanol 0,0503 N/A N/A 

Hexano 9,9 N/A 99,3  

Acetato de 

etila 
3,7 11,8 4,5 

Butanol 0,0206 34,4 19,3 

CE50: Concentração efetiva 50%. N/A. não ativa 
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4.2. Caracterização das frações obtidas na partição líquido-líquido 

Uma alíquota do extrato bruto e das três frações (ExMeOH, FrHex, 

FeAcOEt e FrBut) foram encaminhadas para o laboratório de Produtos 

Naturais do Prof. João Lago, na Universidade Federal do ABC, para 

análises de ressonância magnética nuclear. A fração em acetato de etila 

(FrAcOEt) apresentou sinais compatíveis com a presença de compostos 

aromáticos e um possível alcaloide, sendo escolhida para 

refracionamento (Anexo 01). 

 

4.3. Fracionamento da FrAcOEt em coluna Sephadex LH-20 

Considerando a atividade contra L. (L.) infantum e T. cruzi, e o estudo em 

RMN, a FrAcOEt foi submetida a um refracionamento cromatográfico 

utilizando uma coluna Sephadex LH-20 como fase estacionária (Figura 

17). Um total de 90 frações foram coletadas e submetidas a análise de 

cromatografia de camada delgada (CCD). Após análise do fator de 

retenção (Rf), dado pela distância percorrida pela amostra/distância 

percorrida pelo solvente em centímetros (Figura 18), as frações foram 

reunidas por similaridade, resultando em 6 novas frações. 
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Figura 17: Separação da FrAcOEt em coluna Sephadex LH-20 (2,4 x 70 cm). Foi 
realizada seis corridas, das quais foram recolhidas aproximadamente 90 frações por 
corrida. 

 

Figura 18: Cromatografia de camada delgada (CCD) das 90 frações obtidas após a 
separação em coluna Sephadex LH-20. Como fase móvel foram utilizados os solventes 
metanol e acetato de etila (v/v). A revelação e visualização das bandas foi realizada em 
câmara com luz ultravioleta (254 nm) e utilização de sulfato cérico, seguido de 
aquecimento a 100°C. 

 

Na Tabela 2, é possível verificar quais frações foram agrupadas após a 

análise por CCD. Após o agrupamento por similaridade, as frações foram 

reduzidas em evaporador rotativo, secadas e o peso final foi determinado. 
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Tabela 2: Frações agrupadas, provenientes da cromatografia em coluna Sephadex LH-
20 da FrAcOEt, com base na análise por cromatografia em camada delgada, juntamente 
com suas massas (mg). 

Frações Frações Sephadex Rf  Massa (mg) 

FrAcOEt 1 01-05 0 7,4 

FrAcOEt 2 06-16 0,625 857,7 

FrAcOEt 3 17-26 0,25 153 

FrAcOEt 4 27-41 0,375 319,7 

FrAcOEt 5 42-53 0,5 100 

FrAcOEt 6 54-90 0 39,7 

Rf.: Fator de retenção (distância percorrida pela amostra (cm)/distância percorrida pelo 
solvente (cm)).  
 

4.4. Desreplicação das sub-frações por Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN)  

Uma alíquota de cada fração (FrAcOEt 1, FrAcOEt 2, FrAcOEt 3, FrAcOEt 

4, FrAcOEt 5 e FrAcOEt 6) foi encaminhada para análise em 1H-RMN. A 

fração em acetato de etila 5 (FrAcOEt 5) apresentou sinais compatíveis 

com a presença de compostos aromáticos (alcaloide) (Anexo 02) e desta 

forma, foi escolhida para prosseguimento no isolamento cromatográfico.  

 

4.5. Pré-fracionamento da fração FrAcOEt 5 em cartucho de extração 

em fase sólida – SPE – C18 

A FrAcOEt 5 (100 mg) obtida na coluna Sephadex LH20, foi refracionada 

em cartucho de fase sólida (SPE – C18). A amostra foi dissolvida em 

MeOH : água (1:9 v/v) e aplicada na coluna. Como eluente foi utilizado 

MeOH em diferentes proporções. Para fins de estudo biomonitorado, 

estas frações foram avaliadas quanto ao potencial anti-T. cruzi em formas 

tripomastigotas e anti-Leishmania em formas promastigotas, ambas a 200 
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µg/mL. A fração ativa, eluída com MeOH (90%) apresentou um 

rendimento de 32,6 mg de massa após a SPE – C18.  

 

4.6. Refracionamento da FrAcOEt 5 em cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE)  

A FrAcOEt 5 foi refracionada em cromatografia líquida de alta eficiência 

em coluna de fase reversa C18. A análise do cromatograma obtido em λ 

220 e 254 nm, revelou a presença de nove picos, sendo os picos I, IV e V 

majoritários (Figura 19). Para fins de biomonitoramente, foram coletadas 

as diferentes frações e avaliadas quanto ao potencial antiparasitário. 

Apenas pico V apresentou atividade e somente contra o Trypanosoma 

cruzi, tendo sido escolhido para o estudo de desreplicação molecular.  

 

Figura 19: Perfil cromatográfico da FrAcOEt 5 obtivo por CLAE em coluna C18 (ACE, 
dimensões 250 x 4,6 mm, 5 µm). Foi utilizado fluxo de 1 mL/min. Como solvente A foi 
utilizado água e como solvente B foi utilizado MeOH. O cromatograma foi obtido 
utilizando o comprimento de onda de 220 e 254 nm.  
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4.7. Desreplicação da FrAcOEt 5V por Ressonância Magnética 

Nuclear (1H-RMN)  

A fração FrAcOEt 5V, a qual apresentou atividade anti-Trypanosoma 

cruzi foi submetida a análise em 1H-RMN (Anexo 03). Esta fração 

apresentou sinais compatíveis com a presença de compostos aromáticos, 

porém, devido ao seu grau de pureza não ter atingido >95%, foi conduzida 

para refracionamento. 

 

4.8. Purificação da FrAcOEt 5V em CLAE 

A última etapa foi a purificação da fração FrAcOEt 5V, utilizando CLAE e 

uma coluna de fase reversa C4 (ACE, dimensões 250 x 4,6 mm, 5 µm). O 

cromatograma obtido em λ 220 e 254 nm revelou a presença de seis 

picos, sendo o pico V’ majoritário e ativo apenas em Trypanosoma cruzi 

após biomonitoramento (Figura 20).  

 

Figura 20: Perfil cromatográfico da FrAcOEt 5V obtivo por CLAE em coluna C4 (ACE, 
250x4,6 mm). Foi utilizado fluxo de 1 mL/min. Como solvente A foi utilizado água e como 
solvente B foi utilizado AcOEt. O cromatograma foi obtido utilizando o comprimento de 
onda de λ 220 e 254 nm. 
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4.9. Elucidação estrutural  

A estrutura da substância isolada da fração acetato de etila da Tubastraea 

tagusensis, até então identificada como FrAcEt 5V-V’ foi definida através 

da análise dos respectivos espectros de 1H-RMN e 13C-RMN utilizando 

criosonda (Anexo 04 - 07), e CLAE acoplado a espectrômetro de massas 

de alta resolução (HPLC-HRMS) (Anexo 08). A partir desses dados, foi 

possível realizar a elucidação estrutural de um alcaloide indólico simples, 

(Figura 21) chegando-se ao composto 6-bromo-2’-de-N-

metilaplisinopsina, sendo nomeado para fins de estudos antiparasitários 

de MR01. Ao total, foram obtidos 0,6 mg do composto MR01. 

 

 

 

Figura 21: Estrutura do composto isolado MR01 (6-bromo-2’-de-N-metillaplisinopsina) 
da FrAcOEt da Tubastraea tagusensis. A elucidação estrutural foi determinada por RMN 
e espectrometria de massas de alta resolução. 

 

Um esquema foi elaborado na forma de fluxograma e apresentado abaixo 

(Figura 22) para resumir o processo de obtenção do alcaloide 6-bromo-

2’-de-N-metillaplisinopsina. 
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Figura 22: Fluxograma resumindo o processo de isolamento do alcaloide MR01 (6-bromo-2’-de-
N-metillaplisinopsina).    : Extratos e frações ativas contra Leishmania infantum.     :Extratos e 
frações ativas contra Trypanosoma cruzi. 
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4.10. Determinação in vitro da atividade antiparasitária e concentração 

efetiva 50% (CE50) do composto MR01 

 

O composto MR01 foi testado contra tripomastigotas e amastigotas 

intracelulares de T. cruzi e apresentou atividade com uma CE50 de 63 e 6 

μM, respectivamente. O benznidazol foi utilizado como fármaco padrão e 

apresentou uma CE50 de 16 µM e 5 µM, respectivamente. A figura 23 

mostra os macrófagos infectados com amastigotas de T. cruzi não 

tratados (A) e trados com o MR01 na concentração de 7,5 µM (B). Para 

Leishmania (L.) infantum, o composto não apresentou atividade contra as 

formas amastigotas intracelulares até a concentração máxima de 100 µM, 

e desta forma, os estudos se mantiveram em Trypanosoma cruzi.  

A citotoxicidade em células de mamífero foi analisada na linhagem de 

fibroblastos NCTC clone 929 e utilizado o método colorimétrico do MTT 

para avaliação da viabilidade celular. Os resultados mostraram que o 

composto MR01 não apresentou citotoxicidade até a concentração 

máxima testada de 200 μM, conforme mostrado na Tabela 3. 

 

Figura 23: Macrógafos infectados com amastigotas de T. cruzi. A – macrófagos 
infectados e não tratados. B – macrófagos infectados e tratados com o composto MR01 
na concentração de 7,5 µM. Os macrófagos foram infectados na concentração de 1:10 
(macrófagos:amastigotas), por 48 horas. Após esse período, as células foram fixadas e 
coradas com Giemsa e observadas em microscópio óptico com objetiva de imersão 
(100x). 
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Tabela 3: Atividade anti-Trypanosoma cruzi e citotóxica do composto 
MR01. 

CC50: Concentração Citotóxica 50% em células NCTC; CE50: Concentração Efetiva 50% 
em tripomastigotas e amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi; IS: Índice de 
Seletividade, dado pela razão entre CC50 e CE50; DP:  Desvio Padrão. 

 

4.11. Determinação de parâmetros físico-químicos in silico 

Uma vez observada a atividade contra T. cruzi, o composto MR01 foi 

analisado in silico quanto aos parâmetros físico-químicos, assim como 

farmacocinéticos e farmacodinâmicos, utilizando a plataforma online 

SwissADME. As análises foram realizadas com o objetivo de avaliar 

características do composto que se assemelham a fármacos aprovados, 

perfil este, conhecido como drug-likeness. Os resultados detalhados das 

propriedades ADMET estão dispostos na Tabela 04. 

O composto MR01 apresentou peso molecular de 391 g/mol com um valor 

de logP de 1,7, sendo considerado de moderada solubilidade em água. A 

solubilidade (Log S) resultou em um valor de -3,21 e o número de ligações 

rotativas foi de 1. A polaridade do MR01 resultou em um valor de 74,48 Å, 

e a saturação, dada pela fração de carbonos sp3, apresentou um valor de 

0,08.  

Os parâmetros farmacocinéticos indicam que o composto apresenta uma 

alta absorção gastrointestinal e não é permeável à barreira 

hematoencefálica. Parâmetros farmacodinâmicos do MR01 sugerem que 

o composto não é um substrato para a glicoproteína P, sendo um possível 

inibidor de duas enzimas do citocromo P450 (CYP1A2 e CYP2C9). A 

avaliação in silico também demonstrou que o composto passou pelos 

filtros para drug-likeness como Lipinski, Ghose, Egan e Muegge. Ele 

Composto 
CE50 ±DP (μM) 

Tripomastigotas 

CE50 ±DP (μM) 

Amastigotas 

CC50 ±DP (μM) 

NCTC 
IS 

MR01 62,7 ± 8,1 5,7 ± 2,2 >200 >35,1 

benznidazol 16,2 ± 3,7 5,3 ± 0,3 > 200 >38,4 
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também mostrou um alerta para compostos de interferência (PAINS) e um 

alerta no filtro Brenk. 
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Tabela 4: Análise in silico dos parâmetros físico-químicos, 
farmacocinéticos e farmacodinâmicos do composto MR01, obtido no 
software SwissADME. 

Parâmetros MR01 

Fração de carbono sp3 0,08 

N° de bandas rotativas  1 

N° de receptores de 
hidrogênio 

2 

N° de doadores de 
hidrogênio   

2 

Área de superfície 
polar (Å²) 

74,48 

Log P 1,73 

Log S -3,21 

Absorção gastro-
intestinal 

elevada 

Permeabilidade da 
barreia hemato-

encefálica 

× 

Substrato de 
glicoproteína P 

× 

Inibidor CYP1A2 ✔ 

Inibidor CYP2C19 ✔ 

Inibidor CYP2C9 × 

Inibidor CYP2D6 × 

Inibidor CYP3A4 × 

Lipinski ✔ 

Ghose ✔ 

Veber ✔ 

Egan ✔ 

Muegge ✔ 

PAINS 1 alerta 

Brenk 1 alerta 

Característica de líder ✔ 

Acessibilidade para 
síntese 

2,95 

PAINS: compostos de interferência; CYP: citocromo P450; P-gp: glicoproteína P; TPSA: 

área de superfície polar topológica. ✔ Sim, × Não. 

Além disso, o radar de biodisponibilidade (Figura 24) gera uma avaliação 

rápida do composto MR01 em relação à semelhança com fármacos 

aprovados. Seis propriedades físico-químicas são levadas em 

consideração: lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, 

flexibilidade e saturação. A área rosa representa a faixa ideal para cada 

uma dessas propriedades.  



69 
 

 

Figura 24: Radar de Biodisponibilidade do composto MR01. A área rosa representa a 
faixa ideal para cada propriedade. LIPO – lipofilicidade (-0,7 e +5,0); SIZE – tamanho 
(150 e 500 g/mol); POLAR – polaridade (20 e 130Å2); INSOLU – solubilidade (log S ≤ 6); 
INSATU – saturação (sp3  ≥ 0,25) FLEX – flexibilidade (≤ 9 ligações rotativas).  

 

 

4.12. Determinação da concentração efetiva 50% para estudos de 

mecanismo de ação 

Visando obter um valor aferido de CE50 para períodos curtos de 

incubação, com fins de estudos de mecanismo de ação, tripomastigotas 

foram tratados com o composto MR01 por até 4 horas. Os resultados 

mostraram que após 2h de tratamento, foi obtido um valor de CE50 de 130 

µM. Portanto, os estudos apresentados a seguir foram todos realizados 

nesta concentração de CE50.  

 

4.13. Alterações na permeabilidade da membrana plasmática de 

tripomastigotas de T. cruzi 

O corante Sytox Green foi usado para avaliar danos à integridade da 

membrana plasmática de tripomastigotas de T. cruzi. O tratamento com 

MR01 (130 μM) não mostrou alteração na permeabilidade da membrana 
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plasmática, com os níveis de fluorescência permanecendo semelhantes 

aos dos parasitas não tratados, mesmo após 2 horas de incubação 

(Figura 25). Triton X-100 foi usado como controle positivo, sendo 

estatisticamente significativo (p <0,005) quando comparado ao grupo 

controle (não tratado). 
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Figura 25: Avaliação da permeabilidade da membrana plasmática em tripomastigotas 
de Trypanosoma cruzi após 2h de tratamento com MR01 (130 µM), utilizando o fluoróforo 
Sytox Green (excitação 485 nm e emissão 535 nm). Parasitas não tratados e tratados 
com Triton X100 0,5% foram usados como controles negativo e positivo, 
respectivamente. A fluorescência foi relatada como uma porcentagem para Triton X100 
0,5% em 120 min (100%). *** p <0,0001 quando comparado ao controle não tratado. 

 

4.14. Efeitos do potencial da membrana mitocondrial (ΔΨm) em 

tripomastigotas de T. cruzi 

Alterações do potencial da membrana mitocondrial de tripomastigotas 

foram verificadas por citometria de fluxo com o fluoróforo JC-1. Através 

dos níveis de fluorescência detectados, foi observado potencial de 

membrana mitocondrial basal no controle e despolarização máxima obtida 

com o controle positivo CCCP (Figura 26). O composto MR01 induziu 

uma despolarização significativa do potencial de membrana mitocondrial 
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em tripomastigotas (p <0,05) quando comparado aos parasitas não 

tratados em 1 e 2 horas de incubação. 
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Figura 26: Avaliação do potencial de membrana mitocondrial em tripomastigotas de 
Trypanosoma cruzi após 1 e 2 horas de tratamento com MR01 (130 µM), utilizando o 
fluoróforo JC-1 (excitação 488 nm e emissão 530/574 nm). Parasitas não tratados e 
tratados com CCCP (100 µM) foram usados como controles negativo e positivo, 
respectivamente. A fluorescência foi relatada como a razão entre BL-2 (574 nm) e BL-1 
(530 nm). ** p <0,05 quando comparado ao controle não tratado. 

 

4.15. Determinação dos Níveis de ATP 

Para a quantificação dos níveis de ATP de tripomastigotas de T. cruzi foi 

utilizado um kit de determinação de ATP. Quando os tripomastigotas 

foram tratados com o composto MR01, houve uma redução significativa 

na concentração de ATP (p <0,0001) após 2 horas de tratamento quando 

comparado com parasitas não tratados. O controle positivo de CCCP (100 

μM), um desacoplador de fosforilação oxidativa, foi usado para redução 

nos níveis de ATP (Figura 27). 
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Figura 27: Determinação dos níveis de ATP em tripomastigotas de T. cruzi após 1 e 2 
horas de tratamento com MR01 (130 µM), utilizando o Kit de Determinação de ATP. 
Parasitas não tratados e tratados com CCCP (100 µM) foram usados como controle 
negativo e positivo, respectivamente. *** p <0,0001 em relação ao controle não tratado. 

 

4.16. Determinação de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

A análise dos níveis de ROS foi realizada com o fluoróforo H2DCFDA. O 

composto MR01 (130 μM) não apresentou alteração nos níveis de 

espécies reativas de oxigênio após 1 e 2 horas de tratamento, quando 

comparado aos parasitas não tratados. Em contraste, o controle positivo 

(azida sódica 10 mM) aumentou a produção de ROS (Figura 28). 
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Figura 28: Avaliação dos níveis de espécies reativas de oxigênio tripomastigotas de T. 
cruzi após 1 e 2 horas de tratamento com MR01 (130 µM), utilizando o fluoróforo 
H2DCFDA (excitação 485 nm e emissão 535 nm). Os parasitas não tratados e os 
parasitas tratados com azida de sódio (10 mM) foram usados como controles negativo e 
positivo, respectivamente. ** p <0,05 quando comparado ao controle não tratado. 

 

4.17. Alteração dos Níveis de Cálcio Intracelular (Ca2+) 

As concentrações citosólicas de Ca2+ foram medidas em tripomastigotas 

de T. cruzi usando o fluoróforo Fluo-4 AM. De acordo com os dados 

apresentados na Figura 29, o tratamento com o composto MR01, resultou 

na redução nos níveis de cálcio intracelular de tripomastigotas em até 

duas horas de tratamento quando comparado ao controle não tratado. A 

regulação positiva de Ca2+ foi observada no controle positivo, Triton X-

100, em que houve um aumento significativo dos níveis de Ca2+.  
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Figura 29: Avaliação dos níveis de cálcio intracelular em tripomastigotas de T. cruzi em 
até 2h de tratamento com MR01 (130 µM), utilizando o fluoróforo Fluo-4 AM (excitação 
485 nm e emissão 535 nm). Parasitas não tratados e 0,5% tratados com Triton X100 
foram usados como controles negativo e positivo, respectivamente. A fluorescência foi 
relatada como uma porcentagem de parasitas não tratados em 0 min (100%). *** p 
<0,0001 em relação ao controle.  * p<0,05 em relação ao controle não tratado. 

 

4.18. Avaliação dos acidocalcisomas  

Com o objetivo de investigar alterações no pH de acidocalcisomas de 

tripomastigotas de T. cruzi, foi utilizado o fluoróforo laranja de acridina. A 

distribuição desse fluoróforo na célula varia de acordo com o gradiente de 

pH, com maior acúmulo em ambientes ácidos. O composto MR01 induziu 

uma intensificação da acidificação do pH dos acidocalcisomas após uma 

hora de tratamento, dado uma significativa (p<0.05) redução dos níveis 

de fluorescência em relação ao grupo controle. Após duas horas, foi 

observado o reestabelecimento da homeostasia, com níveis de 

fluorescência similares ao grupo controle. A nigericina foi utilizada como 

controle positivo, onde foi observado aumento da fluorescência nos 

primeiros minutos de incubação (Figura 30), confirmando a alcalinização 

da organela. 
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Figura 30: Avaliação da alcalinização de aciodocalcisomas em tripomastigotas de T. cruzi 
após 2h de tratamento com MR01 (130 µM), utilizando o fluoróforo laranja de acridina 
(excitação 485 nm e emissão 535 nm). Parasitas não tratados e tratados com nigericina 
(4 µM) foram usados como controles negativo e positivo, respectivamente. A fluorescência 
foi relatada como uma porcentagem de nigericina em 10 minutos (100%). * p < 0,05 e *** 
p <0,0001 quando comparado ao controle não tratado. 

 

4.19. Avaliação do Perfil de Proteína por Espectrometria de Massas 
 

Por meio de espectrometria de massas MALDI-TOF/MS, o perfil espectral 

de proteínas dos tripomastigotas foi avaliado na presença do composto 

MR01. Assim, tripomastigotas (1x107/poço) foram incubadas por 18 

horas, incluindo-se controles não tratados, como o fármaco padrão 

benznidazol (40 µM). Com base no espectro de massas, foi possível 

confirmar uma alteração no perfil proteico dos grupos tratados (MR01 - 

vermelho; BZN - azul) quando comparados aos tripomastigotas não 

tratados (Figura 31). Alterações espectrais significativas foram 

observadas nos picos 4.590,997 m/z, 5.484,94 m/z; 6.130,859, com 

diminuição das intensidades em relação ao controle não tratado, assim 

como aumento da intensidade de outros picos (por exemplo 7.125,520 

m/z). O fármaco benznidazol também foi analisado, demonstrando um 

perfil diferente de alterações espectrais ao composto MR01, podendo 

indicar um mecanismo de ação diferente.
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Figura 31: Avaliação do perfil protéico de tripomastigotas de T. cruzi na presença do composto MR01. Espectro de massas de tripomastigotas tratados 
com MR01 (linhas vermelhas - 130 µM), tratados com benznidazol (linhas azuis - 40 µM) e não tratadas (linhas pretas). Os parasitas foram tratados 
por 18 horas, e após o tratamento, as amostras foram analisadas em MALDI-TOF/MS Microflex (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemanha). O perfil de 
proteína dos parasitas tratados foi comparado com o perfil proteico dos parasitas não tratados. 
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5. Discussão  

A doença de Chagas é um grave problema de saúde pública que afeta 

mais de 7 milhões de pessoas, dispondo de apenas um fármaco aprovado 

no Brasil para seu tratamento. Porém, o benznidazol apresenta elevada 

toxicidade e uma eficácia bastante reduzida, principalmente durante a 

fase crônica da doença, contribuindo para a descontinuidade do 

tratamento. Em 2021, foi publicado um estudo (BENDITA), organizado 

pelo DNDi, que teve como objetivo, avaliar a eficácia de doses menores 

em tempos reduzidos de tratamento com o benznidazol. Atualmente, o 

esquema posológico, para adultos, preconiza a dose de 5 mg/kg/dia por 

60 dias (CONITEC, 2018). Como resultado, o estudo apresentou uma 

eficácia de 89% na redução da parasitemia em até seis meses de 

acompanhamento, quando administrado doses de 300 mg diários por 

duas semanas. Dessa forma, os efeitos adversos poderiam ser reduzidos, 

melhorando a aderência dos pacientes ao tratamento (Torrico et al., 

2021). Ainda que satisfatórios, estes resultados ainda não foram aplicados 

na clínica médica do Brasil. 

A pesquisa por novos fármacos para a doença de Chagas continua uma 

necessidade urgente. Segundo Newman e Cragg (2020), no período entre 

1980 a 2019, apenas 20 novos antiparasitários foram aprovados, e 

nenhum para a doença de Chagas. Dentre as fontes para a descoberta 

de novos fármacos, pode-se destacar a busca em produtos naturais. 

Compostos presentes em plantas, animais, organismos marinhos, 

microrganismos de vida livre e simbiontes, têm se mostrado uma fonte 

promissora para a descoberta de novas moléculas terapêuticas, com 

diversas propriedades biológicas, incluindo antibacteriana, 

antiprotozoária, antimicobacteriana, antitumoral e antiviral (Martins et al., 

2016; Lazarin-Bidoia et al., 2022).  

Em nosso trabalho, foi isolado do coral marinho, Tubastraea tagusensis, 

um alcaloide indólico (MR01) e investigou-se sua atividade contra 

Leishmania infantum e Trypanosoma cruzi. O ambiente marinho é um 
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local único para a busca de novas moléculas, principalmente pelo fato de 

existir uma forte competição pela sobrevivência e disputa por espaço. 

Esse ambiente hostil, faz com que os organismos marinhos utilizem 

metabólitos exclusivos para defesa, ataque e sinalização. Esses 

metabólitos, apresentam um grande potencial para novos protótipos 

farmacêuticos (Bedi et al., 2022). Na clínica, os fármacos aprovados com 

protótipos de origem marinha, incluem fármacos para o tratamento de 

câncer, tratamento de dor neuropática e hipertrigliceridemia, e fármacos 

antivirais porém, nenhum ainda aprovado para o tratamento de DTNs 

(Torres et al., 2014).  

Os corais da ordem Sclaractina, em destaque os da espécie Tubastraea, 

são conhecidos por possuir metabólitos envolvidos na defesa química 

(Carpes et al., 2020). É conhecido que esses corais utilizem essas 

estratégias para a disputa de espaço e colonização, principalmente contra 

espécies endêmicas de corais, como Mussismilia hispida e Siderastrea 

stellata, causando danos nos tecidos e, consequentemente aumentando 

a mortalidade dessas espécies nativas (Silva et al., 2022). Esses 

metabólitos também são eficazes na defesa contra predação por peixes. 

A produção de metabólitos, usados para a defesa química, é comum a 

muitos invertebrados marinhos sésseis sendo uma resposta evolutiva às 

desvantagens ecológicas de predadores (Lages et al., 2010; Carpes et al., 

2020; Guilherme da Silva et al., 2022). 

No presente estudo, o composto alcaloide MR01 demonstrou seletividade 

contra formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, sendo esta 

última, a forma intracelular de altíssima relevância clínica. A capacidade 

de eliminar ambas as formas do parasita envolvidas na infecção humana, 

é de extrema importância, uma vez que compostos com alvo apenas em 

amastigotas intracelulares podem deixar os tripomastigotas infectantes na 

circulação mantendo a infecção mesmo após o tratamento (Chatelain, 

2015).  

Diferentes classes de compostos químicos naturais de organismos 

marinhos têm apresentado atividade antiprotozoária, como diterpenos, 
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acetogeninas, polifenóis, esteróis, terpenos, além de alcaloides. Muitos 

exemplos de alcaloides indólicos, isolados de organismos marinhos e 

terrestres, com atividade contra tripanosomatídeos, vêm sendo descritos 

na literatura (Cockrsm e Smith, 2018; Tempone et al., 2021). Os alcaloides 

indólicos são uma classe de produtos naturais que possuem um núcleio 

indol, esse núcleo é a chave de diversas moléculas bioativas (Cockram e 

Smith, 2018). Dentre eles, o composto iotrochamida A, isolado da esponja 

Iotrochota sp., mostrou uma potente atividade tripanocida com um valor 

de CE50 de 4,7 μM contra T. brucei (Feng et al., 2015). Um alcaloide 

denominado β-carbolina, fascaplisina, isolado da esponja marinha 

Hyrtios, demonstrou atividade contra T. b. rhodesiense com valores de 

CE50 de 0,63 µM (Kirsch et al., 2000). Do fracionamento do extrato de 

acetato de etila da bactéria marinha Bacillus pumilus, três alcaloides 

indólicos foram isolados, apresentando valores de CE50 de 19 – 26 µM em 

amastigotas de T. cruzi (Martinéz-Luis et al., 2012). Desta forma, 

confirma-se que organismos marinhos são uma fonte extremamente 

promissora de metabólitos que podem servir de inspiração para síntese 

de novos fármacos (Shilabin et al., 2008; Tchokouaha Yamthe et al., 2017; 

Alvarez-Bardon et al., 2020). 

Em Drug Discovery, para que um composto seja considerado promissor, 

deve apresentar seletividade, isto é, eliminar o patógeno em 

concentrações distintas daquelas que causam danos às células de 

mamíferos. O composto MR01 não apresentou citotoxicidade para 

fibroblastos NCTC até a maior concentração testada. É importante 

mencionar que a toxicidade em células de mamíferos tem sido um fator 

limitante entre os compostos com atividade anti-T. cruzi isolados de 

produtos naturais; novos protótipos devem apresentar baixa 

citotoxicidade, uma vez que os fármacos utilizados na clínica apresentam 

um número significativo de efeitos adversos, podendo levar a 

descontinuidade do tratamento (Wright et al., 2002; Kossuga et al., 2008; 

Regalado et al., 2010; Gambino e Otero, 2022). 
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Uma vez que a atividade contra o T. cruzi foi detectada, foram realizados 

estudos in silico para avaliar parâmetros farmacocinéticos, 

farmacodinâmicos efísico-químicos. Esses estudos devem ser realizados 

no início da pesquisa, uma vez que os principais motivos para a falha de 

candidatos em ensaios clínicos, relacionam-se à pouca aderência aos 

perfis de fármacos aprovados (Tuntland et al, 2014). 

Considerando o potencial do composto MR01 contra o T. cruzi, 

investigamos sua aderência aos parâmetros de drug-likeness utilizando a 

plataforma online SwissADME. As análises sugeriram que o MR01 

apresenta elevada absorção gastrointestinal e boa biodisponibilidade oral. 

Esse parâmetro pode indicar se a administração do composto pode 

ocorrer pela via oral, via esta, preferencial para novos fármacos, devido a 

sua facilidade de administração e melhor adesão do paciente (Katsuno et 

al., 2015; Rodrigues et al., 2021).  

A análise físico-química como Log P, que é definida pela relação entre a 

concentração do composto na fase orgânica e na fase aquosa, 

demonstrou valores ideias para Log P (1,73), além de outros parâmetros 

associados à atividade como a polaridade (TPSA), massa molecular 

(tamanho) e flexibilidade. Os valores ideais para Log P variam de -0,7 a 

5,0, e valores mais altos impactam na baixa solubilidade em água. O 

composto MR01 apresentou baixo peso molecular de 319 g/mol, valor 

inserido na faixa ótima entre 150 e 500 g/mol (Rodrigues et al., 2021). 

Para o parâmetro de flexibilidade, os compostos não devem exceder mais 

de nove ligações rotativas (Daina et al., 2017) e o valor previsto para 

MR01 de 1, sendo um valor adequado para este modelo, segundo a 

literatura. A polaridade do MR01 resultou em 74,48 Å, valor inserido na 

faixa ótima entre 20 e 130 Å. A solubilidade (Log S) resultou em um valor 

de -3,21; de acordo com o modelo ESOL o valor ótimo não deve ser 

superior a 6. A saturação, que representa a fração de carbonos sp3 

apresentou um valor de 0,08, porém este valor não estava de acordo com 

o valor ótimo (≥ 0,25) descrito na literatura (Daina et al., 2017). 
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Além disso, MR01 não é permeável através da barreira hematoencefálica; 

essa capacidade é um parâmetro importante, uma vez que uma 

concentração sistêmica do composto poderia resultar em efeitos adversos 

e toxicidade ao sistema nervoso central (Monteiro-Neto et al., 2020). No 

entanto, os compostos que atuam como substratos da glicoproteína P (P-

gp) são impedidos de entrar no cérebro. A P-gp é uma proteína de 

superfície, presente na membrana citoplasmática, e é capaz de modular 

o fluxo de xenobióticos através das barreiras celulares, contribuindo para 

a expulsão de fármacos dos hepatócitos e túbulos renais para o espaço 

luminal (Alavijeh et al, 2005; Szakács et al., 2008).  

Outro parâmetro importante a ser avaliado é a interação das moléculas 

com o citocromo P450 (CYP). Essa superfamília de isoenzimas é um 

elemento-chave na eliminação de compostos químicos por meio da 

biotransformação metabólica. O CYP possui cinco isoformas principais 

(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) que, quando inibidas, 

podem induzir efeitos adversos e toxicidade devido ao maior acúmulo do 

composto e seus metabólitos nas células (Szakács et al., 2008; Daina et 

al., 2017). A predição in sílico sugere que MR01 não é um substrato da 

glicoproteína P, porém, que seja um possível inibidor de duas enzimas do 

citocromo P450. 

A plataforma SwissADME também avalia a aderência a cinco diferentes 

filtros de grandes empresas farmacêuticas, e tem como objetivo, a 

seleção de candidatos a fármacos com melhores perfis de segurança. Um 

dos filtros mais conhecidos é de Lipinski, conhecido como “regra dos 

cinco”, amplamente usado para selecionar compostos líderes (Lipinsk et 

al., 2001; Don e Ioset, 2013). O composto MR01 foi aprovado em 100% 

destes filtros (Lipinski - Pfizer, The Ghose - Amgen, Veber - GSK, Egan - 

Pharmacia e Muegge - Bayer). Segundo os critérios do DNDi para a 

seleção de novos compostos líderes, o sucesso nos estudos in silico 

permitem uma melhor avaliação durante a seleção de novos candidatos 

terapêuticos em Drug Discovery (Don e Ioset, 2013). No entanto, MR01 

mostrou um alerta para compostos de interferência, conhecido como pan-
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assay interference compounds (PAINS) e um alerta para o filtro de Brenk. 

Cerca de 5% dos produtos naturais e fármacos sintéticos aprovados pelo 

FDA contêm subestruturas PAINS. Compostos PAINS podem reagir com 

ensaios biológicos podendo interferir nas análises, gerando resultados 

falso-positivos (Baell, 2016). Porém, muitos destes compostos que 

apresentam estas característicasde PAINS, são avaliados apenas em 

estudos enzimáticos (target-based), sendo reprovados assim que iniciam 

os estudos fenotípicos. Segundo Gilbert (2013), os estudos fenotípicos 

para seleção de novos fármacos em protozoários são considerados os 

mais promissores até o momento. Por já se apresentarem como um filtro 

de elevada dificuldade para a nova molécula, os estudos fenotípicos, e 

principalmente os modelos intracelulares como do T. cruzi (amastigotas), 

reduzem imensamente o número de possíveis candidatos, selecionando 

apenas os mais promissores. 

O entendimento do mecanismo de ação (MoA) é crucial para o 

desenvolvimento de novos fármacos, podendo gerar informações para 

melhoria na potência, e também possibilitando a exclusão de possíveis 

estruturas que possam gerar toxicidade (Davis, 2020). O mecanismo de 

ação do composto MR01 foi avaliado contra as formas tripomastigotas de 

T. cruzi. 

A membrana celular é essencial para a sobrevivência celular, conferindo 

forma e sendo responsável pelo transporte de nutrientes e íons entre o 

ambiente extracelular e intracelular (Chen et al., 2007; Mucci et al., 2017). 

A membrana celular do T. cruzi é formada por duas camadas de mucinas 

glicosiladas e com glicoinositolfosfolipídios, glicoconjugados que 

costumam estar ausentes em mamíferos, fazendo com que a membrana 

celular do parasita seja um alvo promissor (Tiwari et al., 2018). No estudo 

para avaliar de alterações da permeabilidade da membrana, foi utilizado 

um marcador fluorescente, quando essa membrana plasmática é 

comprometida, o fluoróforo a penetra facilmente, sendo assim, o aumento 

da fluorescência está ligado à quantidade de fluoróforo que se liga aos 

ácidos nucleicos, estando diretamente relacionada ao aumento da 
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permeabilidade celular (Johnson e Spence, 2010). A ação do MR01 na 

membrana plasmática dos tripomastigotas foi avaliada e o composto não 

alterou a permeabilidade da membrana do parasita. Desta forma, foi dado 

continuidade a novos estudos para investigação de organelas-alvo. 

Uma organela importante a ser investigada é a mitocôndria, por ser 

responsável pela produção de energia da célula, envolvida no 

crescimento, diferenciação, homeostase de cálcio, resposta ao estresse, 

assim como na morte celular. Além de apresentar um papel crucial na 

sobrevivência do parasita, a mitocôndria é um interessante alvo visto que 

está presente como uma organela única em tripanosomatídeos, 

diferenciando, assim, dos mamíferos que possuem milhares de 

mitocôndrias em suas células (Menna-Barreto e de Castro, 2014). Neste 

contexto, a busca por compostos que tenham como alvo terapêutico essa 

organela vem sendo abordado como uma estratégia promissora para os 

tripanosomatídeos (Menna-Barreto e Castro, 2014; Sundar e Singh, 2018, 

Brindha et al., 2021).  

Como um primeiro experimento para analisar possíveis danos à 

mitocôndria, foi avaliado o potencial elétrico dessa organela. Para isso, foi 

utilizado um marcador de potencial (JC-1) que se acumula na mitocôndria. 

Em baixas concentrações, existe na forma de monômeros, emitindo uma 

fluorescência verde, quando esse marcador está em altas concentrações, 

se comporta na forma de agregados, emitindo uma fluorescência 

vermelha. Dessa forma, quando a formação de agregados aumenta 

juntamente com o potencial da membrana mitocondrial, a despolarização 

pode ser analisada pela diminuição da razão de fluorescência 

vermelha/verde (Cossarizza et al., 1993; Johnson e Spence, 2010). Neste 

trabalho, o composto MR01 induziu uma despolarização significativa do 

potencial da membrana mitocondrial. 

Uma alteração do potencial elétrico da membrana micotondrial, em 

tripanosomatídeos, pode resultar na morte celular (Smirlis et al., 2010). A 

mitocôndria também está envolvida na síntese de ATP através da 

fosforilação oxidativa, e dessa forma, sua despolarização pode resultar 
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em colapso da cadeia respiratória, alterando os níveis de ATP (Manzano 

et al., 2011). O ATP é um mediador do sistema bioenergético, considerado 

a fonte de energia mais importante para as células (Manzano et al., 2011; 

Menna-Barreto e de Castro, 2014). Usando um ensaio de luminescência 

com luciferina, investigamos os níveis de ATP em tripomastigotas de T. 

cruzi. Uma diminuição significativa desses níveis foi detectada após o 

tratamento com MR01. Essas alterações podem ser atribuídas aos danos 

mitocondriais, uma vez que variações no potencial de membrana dessa 

organela podem alterar a permeabilidade dos prótons, levando a falhas 

na fosforilação oxidativa e consequentes danos ao metabolismo levando 

a deficiência de energia e morte do parasita (Rajendran et al., 2016). 

Durante a síntese de ATP na mitocôndria, as células produzem espécies 

reativas de oxigênio (ROS) em baixas concentrações. Caso não sejam 

eliminadas, as ROS podem causar danos ao DNA, proteínas, lipídios e 

levando à morte celular. Essas espécies reativas de oxigênio geradas pela 

mitocôndria devem ser controladas, porém, em níveis basais, são 

responsáveis pela regulação da autofagia, imunidade, crescimento e 

diferenciação celular (Reczek e Chandel, 2015; Mittra et al., 2016). 

Considerando o desbalanceamento mitocondrial e as variações de ATP 

observados no presente estudo, foram analisados os níveis de ROS em 

tripomastigotas tratados com o composto MR01, porém, nenhuma 

alteração foi observada quando comparados ao grupo controle não 

tratado. Níveis alterados de ROS podem resultar em estresse oxidativo, 

levando o parasita a morte (Vázquez et al, 2017). Os dados do presente 

estudo, sugerem que o sistema de detoxificação celular pode ter sido 

suficiente para controlar um possível aumento destes radicais, evitando 

danos celulares. 

Além do papel no metabolismo energético, as mitocôndrias também 

participam da sinalização e da reserva de cálcio (Ca2+). O Ca2+ intracelular 

é essencial para a mobilidade celular, invasão e saída da célula 

hospedeira, diferenciação do parasita, osmorregulação, manutenção do 

citoesqueleto e regulação da morte celular programada. (Ramakrishnan e 
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DoCampo, 2018; Scarpelli et al., 2020). Diversos canais de Ca2+ na 

membrana plasmática, acidocalcisomas e canais de influxo e efluxo 

presentes nas mitocôndrias são descritos em Trypanosoma spp.. O Ca2+ 

também é encontrado em proteínas de ligação presentes na membrana 

do flagelo (Docampo et al., 2015; Scarpelli et al., 2020). No presente 

estudo, MR01 levou a uma redução dos níveis de Ca2+ em 

tripomastigotas. Essa diminuição pode resultar em uma queda na 

infectividade do T. cruzi e, também interferir na osmorregulação e 

manutenção do parasita, levando à morte celular. Organelas ácidas, como 

endolisossomos e acidocalcisomas, também contribuem para as 

oscilações dos níveis Ca2+ (Scarpelli et al., 2020). 

Em especial, acidocalcissomas são organelas eletrodensas, delimitadas 

por uma membrana e estão presentes em todas as espécies. Esses 

compartimentos acídicos são o principal local de armazenamento de 

fósforo (poli P), cálcio e outros cátions. Os acidocalcissomas também são 

responsáveis pela osmorregulação e manutenção do pH intracelular, 

sendo mantidos por duas bombas de prótons, pirofosfatase e ATPase 

(Docampo e Moreno, 2011; Lander et al., 2016, Docampo, 2016). Em 

nossos estudos, foi possível observar uma intensificação da acidificação 

dessas organelas após o tratamento com MR01, o que pode estar 

relacionado à diminuição do cálcio no citosol, possivelmente sequestrado 

pelos acidocalcissomas. 

Alterações proteômicas têm sido observadas em Trypanosoma cruzi após 

tratamento com compostos químicos candidatos a fármacos (de Castro et 

al., 2021). As proteínas são macromoléculas biológicas constituídas por 

uma ou mais cadeias de aminoácidos, estão presentes em todos os seres 

vivos e participam de todos os processos celulares, desempenhando 

diversas funções nas células. Em tripanosomatídeos, diversas proteínas 

são distribuídas ao longo do corpo celular, flagelo e bolsa flagelar do 

parasita (Ferragut et al., 2021). As proteínas são necessárias para o 

mecanismo de replicação, evasão e virulência, modulando a invasão do 

hospedeiro. Além disso, proteínas mitocondriais são necessárias para as 
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vias respiratórias, oxidativas e biossintéticas (Maldonado et al., 2021; de 

Castro Neto et al., 2021). No presente trabalho, investigamos o perfil 

protéico de tripomastigotas tratados com MR01, utilizando uma 

ferramenta espectrométrica como o MALDI-TOF/MS. Estudos 

denominados machine learning tem sido aplicados a tecnologia de 

espectrometria de massas para avaliação do mecanismo de ação de 

fármacos (van Oosten e Klein, 2020). 

Comparando com o grupo não tratado (controle), foi possível observar que 

a incubação com MR01, resultou em alterações significativas do perfil 

espectral das proteínas do Trypanosoma cruzi após 18 horas. Estas 

alterações resultaram em significativas reduções da intensidade de 

diferentes proteínas. Os dados também indicaram que as alterações no 

grupo tratado com MR01 foram bastante diferentes daquelas observadas 

nos parasitas tratados com o fármaco benznidazol. Segundo van Oosten 

e Klein (2020), estas diferenças entre os espectros de massas, podem 

sugerir mecanismos de ação distintos entre os compostos estudados, 

sendo esta, uma característica importante para a descoberta de novos 

candidatos a fármacos com ações letais diferenciadas em relação ao 

fármaco em uso clínico (benznidazol).  

Os produtos naturais marinhos são opções promissoras na busca por 

novos candidatos para a descoberta de novas moléculas, oferecendo 

novos protótipos químicos para uma variedade de doenças humanas. No 

presente estudo, a bioatividade do extrato AcOEt das colônias de 

Tubastraea tagusensis proporcionou o isolamento de um alcaloide 

indólico (MR01). O alcaloide isolado apresentou não somente potência, 

mas acima de tudo, uma elevada seletividade para o parasita, tendo 

atividade anti-Trypanosoma cruzi contra ambas as formas. Os estudos de 

mecanismo de ação demonstraram que o MR01 induziu ação letal 

irreversível, gerando um distúrbio bioenergético. Por fim, os estudos in 

silico sugeriram que o MR01 é um composto promissor, aderindo a 

diversas características drug-likeness desejadas de fármacos já 

aprovados. Dessa forma, podemos afirmar que o alcaloide MR01 é um 
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candidato promissor, podendo ser utilizado em futuros estudos de 

otimização como protótipo para síntese de novos derivados contra o 

Trypanosoma cruzi.  
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6. Conclusões  
 

1- Foi observada a atividade antiparasitária inédita do extrato AcOEt das 

colônias do coral Tubastraea tagusensis. 

2-  O fracionamento biomonitorado do extrato AcOEt resultou no 

isolamento de um alcaloide indolico (MR01), o qual foi quimicamente 

elucidado por técnicas espectrométricas e espectroscópicas.  

3-  O composto apresentou atividade inédita contra o Trypanosoma cruzi, 

sendo tripanocida para ambas as formas do parasita. 

4- O alcaloide isolado MR01 não apresentou citotoxicidade contra uma 

linhagem celular de mamífero na concentração máxima testada. 

5- O mecanismo de ação do composto MR1 em Trypanosoma cruzi 

resulta na despolarização do potencial de membrana mitocondrial, 

com redução dos níveis de ATP, levando o parasita à morte. 

6- Foi observada ainda uma acidificação dos acidocalcisomas, com 

diminuição dos níveis de Ca2+ citosólicos.  

7- O tratamento dos tripomatigotas com MR01 resultou em alterações do 

espectro de massas de proteínas do parasita, sendo estas, distintas 

daquelas observadas no tratamento com o fármaco benznidazol, 

sugerindo um mecanismo de ação diferenciado.  

8- Os estudos in silico, sugeriram que o MR01 é um composto promissor, 

aderindo à várias características denominadas “drug-likeness”, 

podendo ser utilizado em futuros estudos de otimização molecular 

para o desenvolvimento de novos fármacos contra o T. cruzi. 
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Anexo 01 

 

 



 

Anexo 01: Espectro de ressonância magnética nuclear (1H RMN) da FrAcOEt operado a 500 e 125 MHz no equipamento Varian INOVA 500. A alíquota foi 
dissolvida em metanol deuterado. 

 



 

Anexo 02: Espectro de ressonância magnética nuclear (1H RMN) da FrAcOEt operado a 500 e 125 MHz no equipamento Varian INOVA 500. A alíquota foi 
dissolvida em metanol deuterado. 

 

Anexo 03: Espectro de ressonância magnética nuclear 1H da FrAcOEt 5V.  Operado a 500 e 125 MHz no equipamento Varian INOVA 500. A alíquota foi 
dissolvida em metanol deuterado. 



 

RMN 13C  

 

RMN 13C – Ajustado  

 

Anexo 04: Espectro de ressonância magnética nuclear 13C da FrAcOEt 5V. 



 

 

 

 

Anexo 05: Espectro de 13C NMR (espectro completo acima e ampliado abaixo) do 6-bromo-2´-

de-N-metilaplisinopsina- MR01 (, CD3OD, 150 MHz). 

 

 

 



 

 

Anexo 06: Espectro NMR HSQC do compostos 6-bromo-2´-de-N-metilaplisinopsina- MR01 

( CD3OD, 600 e 150 MHz) 

 

 

 

Anexo 07: Espectro NMR HMBC do compostos 6-bromo-2´-de-N-metilaplisinopsina- MR01 (, 

CD3OD, 600 e 150 MHz) 

 



 

 

Anexo 08: Espectrometria de massas do composto MR01. A partir desse resultado, foi 

possível realizar a elucidação estrutural do composto, agora identificado como 6-bromo-

2’-de-N-methylaplysinopsin. O sinal majoritário na faixa de 319 m/z indica a presença do 

composto. 

 



 

Anexo 09: Aprovação do Comitê de Ética Animal 

 

 

 

 

 



 

 


