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RESUMO 
 

 
 

A doença de Chagas é considerada negligenciada e possui como agente etiológico o 

Trypanosoma cruzi. O seu tratamento é feito com o benzonidazol (Bzn), o qual é muito 

tóxico e mais efetivo apenas na fase aguda da doença, sendo a descoberta de fármacos 

mais eficazes e menos tóxicos um desafio. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi 

investigar in silico e in vitro treze novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis. Para 

avaliação in silico, foram utilizadas plataformas para busca de possíveis alvos de 

atividade biológica. Além disso, foi realizado o docking molecular frente a alvos de T. 

cruzi, citotoxicidade e do sistema imune. Foi avaliada a citotoxicidade celular, a atividade 

tripanocida, a produção de óxido nítrico (ON), a morte celular e a imunomodulação dos 

compostos testados. Após o docking em alvos de T. cruzi, foi verificada maior afinidade 

predita dos compostos pelas enzimas esqualeno sintase e 14-alfa demetilase. No docking 

com as enzimas monoamina oxidase A e B, verificou-se a afinidade predita para JM-13. 

No docking com alvos do sistema imune, verificou-se maior afinidade predita dos 

compostos por TLR2 e TLR4. No geral, os compostos foram pouco tóxicos in vitro para 

a maioria dos tipos celulares testados. O composto mais ativo para epimastigotas foi LIZ- 

531 (2,8 µM), para tripomastigotas foi LIZ-311 (8,6 µM) e para amastigotas foi LIZ-331 

(1,9 µM). Houve indução da produção de ON na concentração de 200 µg/mL por LIZ- 

311 (2,5µM), LIZ-431 (4,1 µM) e LIZ-531 (5 µM) e JM-14 induziu a produção de ON 

nas 3 maiores concentrações testadas. Avaliando a produção de citocinas, LIZ-331 

induziu a produção de TNF e IL-6, já LIZ-311, de TNF, IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17. 

O composto LIZ-311 induziu morte celular principalmente por apoptose, diminuindo 

compartimentos ácidos e o potencial de membrana mitocondrial. Diante do exposto, 

verifica-se o potencial de LIZ-311, pois além da atividade antiparasitária, foi pouco 

tóxico, com potencial imunomodulador in silico e in vitro, além de induzir a morte 

parasitária por via apoptótica. 

 
Palavras-chave: Doença de Chagas; Imunomodulação; Trypanosoma cruzi; Fármacos; 

Métodos computacionais. 



ABSTRACT 
 

 
 

Chagas disease is a neglected disease and its etiologic agent is Trypanosoma cruzi. Its 

treatment is done with benznidazole (Bzn), which is very toxic and more effective only 

in the acute phase of the disease, being the discovery of more effective and less toxic 

drugs a challenge. Therefore, the objective of this work was to investigate in silico and in 

vitro thirteen new phenoxyhydrazine-thiazole compounds. For in silico evaluation, 

platforms were used to search for possible targets of biological activity. In addition, 

molecular docking was performed with targets of T. cruzi, cytotoxicity and the immune 

system. Cell cytotoxicity, trypanocidal activity, nitric oxide (NO) production, cell death 

and immunomodulation of the compounds were evaluated. After docking in T. cruzi 

targets, a higher predicted affinity of the compounds for the squalene synthase and 14- 

alpha demethylase enzymes was observed. In docking with monoamine oxydase A and 

B, the predicted affinity for JM-13 was verified. In docking with immune system targets, 

there was a higher predicted affinity of the compounds for TLR2 and TLR4. Overall, the 

compounds were mildly toxic in vitro for most cell types. The most active compound for 

epimastigotes was LIZ-531 (2.8 µM), for trypomastigotes was LIZ-311 (8.6 µM) and for 

amastigotes was LIZ-331 (1.9 µM). There was an induction of NO production at a 

concentration of 200 µg/mL by LIZ-311 (2.5 µM), LIZ-431 (4.1 µM) and LIZ-531 (5 

µM) and JM-14 induced NO production in 3 highest concentrations tested. Regarding the 

production of cytokines, LIZ-331 induced the production of TNF and IL-6, whereas LIZ- 

311 induced TNF, IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17. The compound LIZ-311 induced cell 

death by apoptosis, decreasing acidic compartments and the mitochondrial membrane 

potential. In view of the above, the potential of LIZ-311 is verified, since in addition to 

the antiparasitic activity, it was not very toxic, with immunomodulatory potential in silico 

and in vitro, in addition to inducing parasitic death by apoptotic pathway. 

 
Key words: Chagas disease; Immunomodulation; Trypanosoma cruzi; Drugs; 

Computational methods. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

A doença de Chagas é uma doença negligenciada que possui como agente 

etiológico o Trypanosoma cruzi, um protozoário da família Tripanosomatidae. É um 

importante problema de saúde pública por atingir principalmente uma parcela da 

população que possui menores recursos socioeconômicos e menor acesso à saúde 

(SANMARTINO et al., 2021). O tratamento utilizado atualmente é baseado em duas 

drogas, o benzonidazol e nifurtimox, porém a eficácia muda de acordo com a fase da 

doença, sendo mais eficaz na fase aguda em relação à fase crônica, além de possuírem 

alta toxicidade (ALDASORO et al., 2018). Um dos grandes desafios no tratamento dessa 

enfermidade é o estudo e descoberta de fármacos mais seletivos ao parasito e menos 

tóxicos ao indivíduo infectado (MARTÍN-ESCOLANO; MEDINA-CARMONA; 

MARTÍN-ESCOLANO, 2020). 

Para isso, os pesquisadores contam com ferramentas computacionais, de biologia 

celular e molecular cada vez mais avançadas (SCARIM et al., 2019a). A partir do 

desenvolvimento dessas ferramentas, tornou-se possível estudar o parasito e encontrar 

alvos importantes de seu ciclo de vida e, consequentemente, tornou-se factível planejar 

compostos sintéticos para que eles ajam em alvos importantes do ciclo de vida de T. cruzi. 

Com isso em mente, algumas estratégias vêm sendo empregadas para se obter 

moléculas com menor toxicidade e maior atividade antiparasitária. Uma dessas 

estratégias é o uso de espaçadores entre o anel fenílico e a porção tiossemicarbazona. 

Espíndola (2010) observou que o uso desse espaçador melhorou a atividade tripanocida 

dos compostos. Outra estratégia de obtenção de compostos visando melhorar a atividade 

biológica é o bioisosterismo cíclico entre as tiossemicarbazonas e os tiazóis (DA 

CONCEIÇÃO, 2018). 

Além disso, considerando que a eficácia do tratamento está intimamente associada 

à resposta imune do indivíduo, é de extrema importância que novos compostos sejam 

investigados com relação a sua atividade imunomoduladora em alvos imunológicos para 

a doença (RAO et al., 2018). 

Com isso em mente, uma série inédita de 13 compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis 

foi planejada para ser avaliada na presente tese, na perspectiva de elucidar a atividade 

tripanocidas de novos compostos sintéticos por abordagens in silico e in vitro. 
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1.1 OBJETIVOS 
 
 

1.1.1 Objetivos gerais 
 
 

Investigar por métodos in silico e in vitro os mecanismos celulares e moleculares 

de uma nova série de fenoxi-hidrazino-tiazóis, candidatos a fármacos tripanocidas. 

 
1.1.2 Objetivos específicos 

 
 

a) Avaliar características físico-químicas e de Absorção, Distribuição, Metabolismo 

e Excreção (ADME) dos compostos utilizando ferramentas computacionais para 

predição dessas características; 

b) Fazer a predição de alvos que possam estar envolvidos no mecanismo de ação dos 

compostos, utilizando banco de dados; 

c) Avaliar, in silico, a afinidade dos compostos por alvos de T. cruzi e imunológicos 

e descrever as razões intermoleculares que justifiquem as diferenças de afinidade 

entre os compostos; 

d) Determinar a atividade citotóxica em células murinas (esplenócitos) e de linhagem 

(L929, HepG2, Raw 264.7); 

e) Determinar a atividade antiparasitária das substâncias avaliadas sobre as 

principais formas evolutivas de T. cruzi em cepas suscetíveis (Tulahuen), semi- 

suscetíveis (cepa Y) e resistentes (Dm28) ao benzonidazol; 

f) Analisar em sobrenadantes de cultura de macrófagos o efeito dos compostos sobre 

a produção de óxido nítrico; 

g) Avaliar por citometria de fluxo a produção das citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL- 

6, IL-4, IL-10 e IL-17 em sobrenadantes de cultura de células esplênicas após 

tratamento in vitro com os compostos; 

h) Avaliar por citometria de fluxo a participação dos compostos na indução de morte 

celular em tripomastigotas de T. cruzi; 

 
1.2 JUSTIFICATIVA 

 
 

Desde que o tratamento da doença foi descoberto na década de 1960, nenhum 

outro medicamento foi aprovado. Esse tratamento, além de bastante antigo, possui alta 
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toxicidade e eficácia variada de acordo com a fase da doença, sendo mais eficaz na fase 

aguda. Além disso, vem sendo relatada resistência ao tratamento atual por algumas cepas 

de T. cruzi (CAMPOS et al., 2014; MEJIA et al., 2012). Com isso, estudos têm testado 

novos compostos em uma variedade de cepas com diferentes níveis de resistência ao 

tratamento atual, tendo como objetivo de se entender melhor o comportamento desses 

compostos e diminuir as falhas ao avançar nas fases de estudo (DINIZ et al., 2018) 

Diferentes classes de compostos vêm sendo investigadas como promissoras para 

a doença de Chagas. Algumas dessas classes são as dos derivados tiazóis, tio e 

semicarbazonas, os quais são estruturas privilegiadas extensivamente estudadas com 

relação a atividade antiparasitária (SCARIM et al., 2019b). Derivados de 

tiossemicarbazonas tem sido o objeto de estudos biológicos e de nosso grupo de pesquisa 

devido à sua interessante farmacologia incluindo antiviral, anti-inflamatória, 

antiprotozoária e propriedades antitumorais (ESPÍNDOLA et al., 2015; GOMES et al., 

2016; GUPTA et al., 2016; LEITE et al., 2007; KОBYLINSKA et al., 2016; MOREIRA 

et al., 2012). Estas moléculas têm mostrado ser particularmente ativas contra diversas 

espécies como Leishmania spp. e T. cruzi, tornando essa classe de compostos potenciais 

agentes quimioterápicos para combater as doenças que estão relacionadas com esses 

parasitos, como a doença de Chagas. 

Para que se descubra uma nova abordagem terapêutica para a doença de Chagas, 

os métodos computacionais, como o docking molecular, têm sido aliados aos ensaios 

biológicos objetivando uma redução no tempo e no custo de desenvolvimento de um novo 

fármaco (GELDENHUYS et al., 2006). A utilização dos métodos computacionais, 

portanto, auxiliam a desenvolver moléculas mais específicas e com menos efeitos 

adversos, pois é possível fazer predição de: alvos, toxicidade, características de 

farmacocinética e farmacodinâmica, entre outras (PINZI; RASTELLI, 2019). 

Em virtude do que foi mencionado, o presente trabalho visou a avaliação de 

potenciais protótipos a fármacos tripanocidas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA DOENÇA DE CHAGAS 
 
 

A doença de Chagas é um importante problema de saúde pública por atingir 

principalmente uma parcela da população que possui menores recursos socioeconômicos 

e menor acesso à saúde. A doença foi descoberta em 1909 pelo médico Carlos Chagas, 

porém ainda há muito a se entender sobre ela (ÁLVAREZ et al., 2014; BERN, 2015; 

PEREIRA; NAVARRO, 2013). 

Há cerca de 8 milhões de pessoas no mundo com a doença de Chagas, 

principalmente distribuídas entre os 21 países da América Latina, com taxa de mais de 

10.000 mortes/ano associada à doença (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 

2019). O Brasil contribui com mais de 1 milhão desses casos, tendo 13,35% da população 

sob risco de infecção (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2015). 

A transmissão da doença de Chagas se dá, classicamente, através das fezes de 

diversas espécies de vetores triatomíneos, popularmente conhecidos como barbeiro, 

furão, bicudo, chupança, entre outros. Além da transmissão vetorial, existem outras 

formas de transmissão que merecem atenção, como por transfusão de sangue, transplante 

de órgão, via oral e por via vertical (materno-fetal) (FARAL-TELLO et al., 2013). 

Nos Estados Unidos, há 11 espécies de vetores documentadas (Triatoma 

gerstaeckeri, T. incrassata, T. indictiva, T. lecticularia, T. neotomae, T. protracta, T. 

recurva, T. rubida, T. rubrofasciata, T. sanguisuga e Paratriatoma hirsutae) e em apenas 

duas dessas espécies não foi encontrado o T. cruzi: T. incrassata e P. hirsuta (BERN et 

al, 2011; ZELEDON et al, 2012). 

Os principais gêneros dos vetores transmissores da doença são Triatoma, 

Rhodnius e Panstrongylus (COURA, 2015). Mais de 140 espécies de vetores triatomíneos 

foram descritas, onde 50 foram registradas em nosso país (COURA; DIAS, 2009; 

GALVÃO et al., 2003). Destas, historicamente 5 espécies se mostraram importantes na 

manutenção da transmissão por estarem presentes principalmente em áreas domésticas: 

Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma 

pseudomaculata e Triatoma sordida (COURA; DIAS, 2009). Apesar de ter sido uma 

importante espécie vetorial envolvida na manutenção da doença de Chagas, a transmissão 

por T. infestans foi declarada oficialmente eliminada do Brasil em 2006 devido ao 

programa de controle desenvolvido em algumas áreas do país em 1950, e que veio a se 
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tornar nacional no ano de 1983 (PETHERICK, 2010). Na figura 1 é possível ter um 

panorama da transmissão vetorial da doença de Chagas na América Latina (Central, Norte 

e Sul) por triatomíneos. 

 
Figura 1 – Transmissão da doença de Chagas pelos vetores triatomíneos. 

Fonte: Adaptado de Pérez-Molina e Molina (2018). 
 
 

Outra via que tem crescido como forma de transmissão, sendo atualmente uma 

das principais formas de manutenção da transmissão da doença em diferentes 

levantamentos epidemiológicos, é a via oral. Segundo dados do Ministério da Saúde do 

Brasil (2012-2016), foram confirmados casos da doença de Chagas aguda (DCA) na 

maior parte dos estados, com média de casos por ano de 238 casos; a região Norte teve a 

maior proporção de casos (97,1%); a via oral foi a principal via de transmissão, tendo 

sido 73% dos casos associados a ela (BRASIL, 2019). Em 2018, foram confirmados 380 

casos de DCA, tendo a região Norte a maior proporção de casos do país (92,1%), com 
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incidência de 1,93 casos/100 mil habitantes e sendo a via oral a principal forma de 

transmissão da doença (BRASIL, 2019). 

Diante desse cenário, tem havido um crescimento no pensamento de que a doença 

deva ser considerada uma doença transmitida por alimentos (ROBERTSON et al., 2016). 

Em um levantamento dos casos das doenças parasitárias transmitidas por alimentos, 

desenvolvido pelo grupo Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group, 

citou-se a doença de Chagas, no entanto, não a incluiu por limitações de recursos 

(TORGERSON et al., 2015). A ingestão de alimentos in natura contaminados, como açaí 

e cana de açúcar (caldo de cana), está relacionada à grande carga parasitária no 

hospedeiro, o que resulta em uma fase aguda inicial muito severa e alto índice de 

mortalidade (PEREIRA et al., 2009). Esse tipo de transmissão tem causado surtos 

recentes da doença na região Amazônica do Brasil (COSTA et al., 2017; SANTANA et 

al., 2019; SOUZA-LIMA et al., 2013), mas também em outras regiões. Vargas e 

colaboradores (2018) demonstraram a associação da transmissão oral da doença por caldo 

de cana contaminado no estado do Rio Grande do Norte, além de relatar 18 casos da 

doença neste surto. Recentemente, no ano de 2019, houve um surto da doença em 

Pernambuco em que houve 29 casos confirmados da DCA e que iniciaram tratamento 

para a doença (GÓES, 2019). 

Para que haja uma mudança desse cenário e controle dessa transmissão, é 

necessária a correta esterilização dos alimentos. Em 2005, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), criou o regulamento técnico de procedimentos para 

manipulação de alimentos e bebidas preparados com vegetais (BRASIL, 2005). No 

mesmo ano, mais especificamente para o açaí, a Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (EMBRAPA) desenvolveu um protocolo que abrange desde o cultivo à 

esterilização (BRASIL, 2008). 

Com o aumento da migração de pessoas entre os países de áreas endêmicas e não- 

endêmicas (principalmente Estados Unidos, Canadá, Japão, Austrália, Bélgica, Espanha, 

França, Itália, Reino Unido e Suíça), algumas vias de transmissão ganharam importância: 

as vias sanguínea, vertical e por transplante de órgãos (COURA; VINÃS, 2010; 

REQUENA-MÉNDEZ et al., 2015). Devido a isso, faz-se necessário nesses países um 

screening dos prováveis doadores para que diminua o risco de transmissão da doença por 

essas vias. 
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Diante do exposto, fica clara a importância epidemiológica da doença. Mesmo 

após mais de 110 anos de seu descobrimento ainda há a manutenção da transmissão e 

necessidade de controle, tanto em nível estadual, quanto nacional e mundial. 

 
2.2 ASPECTOS GERAIS DE TRYPANOSOMA CRUZI 

 
 

O agente causador da doença de Chagas, o T. cruzi, pertence à Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae e ao subgênero Schizotrypanum (DE SOUZA & VIDAL, 

2017). O parasito possui três formas evolutivas (figura 2) que se diferenciam através da 

posição do cinetoplasto, estrutura onde se localiza o DNA (deoxyribonucleic acid) 

mitocondrial nos membros da família Tripanosomatidae, em relação ao núcleo da célula 

e a posição do flagelo (TEIXEIRA et al., 2011a). A forma amastigota, intracelular 

obrigatória, possui um flagelo rudimentar e o cinetoplasto se localiza entre o núcleo e o 

flagelo; a forma epimastigota (presente no tubo digestivo do inseto vetor) possui flagelo 

e cinetoplasto anteriores ao núcleo; a forma tripomastigota (infectiva e sanguínea 

circulante) possui cinetoplasto posterior ao núcleo e o flagelo torna-se livre na região 

anterior. 

Figura 2 – Desenho esquemático das formas evolutivas de Trypanosoma cruzi. 

 
Fonte: Adaptado de Docampo et al. (2005). 

Legenda: A – Epimastigota, B – Amastigota, C – Tripomastigota. 
 
 

O ciclo evolutivo de T. cruzi (figura 3) se inicia comumente quando um inseto 

vetor faz o repasto sanguíneo em um animal ou humano infectado, ingerindo a forma 

tripomastigota sanguínea (figura 3.1). No estômago do vetor, essa forma evolutiva se 

diferencia em epimastigotas e em alguns esferomastigotas (figura 3.2-3). Quando 

alcançam o intestino, os epimastigotas que sobreviveram se dividem por divisão binária 

(figura 3.4). Após isso, os epimastigotas migram para o intestino posterior do vetor onde 

começam a se diferenciar em tripomastigotas metacíclicos (forma infectiva, figura 3.5). 
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Essas formas podem soltar-se do epitélio e serem eliminadas pela urina e pelas fezes do 

vetor ao fazer o repasto sanguíneo em outro hospedeiro (figura 3.7). 

Figura 3 – Ciclo biológico de Trypanosoma cruzi. 

 
Fonte: Teixeira et al. (2011). 

Legenda: 1-15 Descrição das etapas do ciclo de vida de T. cruzi. 
 

Ao fazer o repasto sanguíneo no mamífero, o inseto na maioria das vezes urina e 

defeca, depositando a forma infectiva (figura 3.7). Ao coçar o local da picada, o parasito 

pode entrar no hospedeiro através da lesão ocasionada pela picada, porém ele também é 

capaz de atravessar a pele íntegra. As formas infectivas entram na corrente sanguínea e 

podem invadir diferentes células nucleadas, como os macrófagos (figura 3.8). Após a 

fagocitose, forma-se o vacúolo parasitóforo, onde em seu interior o tripomastigota se 

diferencia em amastigota e há a quebra da membrana do vacúolo (figura 3.9-10). No 

citoplasma, amastigotas se multiplicam por seguidas divisões binárias (figura 3.11). 

Após isso, passam por uma forma de transição antes de tornarem-se 

tripomastigotas e a célula do hospedeiro é rompida pela grande quantidade de parasitos 
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(figura 3.12-13). Nem todas as formas amastigotas podem se diferenciar antes do 

rompimento da célula, o que leva ao aparecimento de diferentes formas fora da célula 

(figura 3.14). Ainda no meio externo, tripomastigotas e amastigotas podem vir a infectar 

outras células (figura 3.15a-b). O ciclo se reinicia quando um inseto vetor se alimenta do 

sangue do hospedeiro infectado. 

Antes acreditava-se que apenas os tripomastigotas fossem infectivos às células de 

mamífero, porém um estudo recente demonstrou que os epimastigotas também podem 

infectar essas células tanto in vitro quanto in vivo (KESSLER et al., 2017). 

 
2.3 BIOLOGIA CELULAR DE TRYPANOSOMA CRUZI 

 
 

Por ser eucarioto, T. cruzi possui organelas comuns aos eucariotos, além de 

intrínsecas à família (SOUZA, 2002). O núcleo tem a organização de um núcleo 

eucariótico com nucléolo no centro. A diferença entre os núcleos das formas evolutivas é 

que em epimastigotas e amastigotas o núcleo é arredondado, enquanto em tripomastigotas 

ele é alongado. O retículo endoplasmático se localiza em todo o parasito e em todas as 

formas evolutivas, o complexo de Golgi está sempre perto da bolsa flagelar, porém em 

epimastigotas e amastigotas os quais possuem citóstoma, costumam se localizar próximo 

a ele. O citóstoma possui a função de endocitose, e faz parte do complexo citóstoma- 

citofaringe, invaginação profunda da membrana citoplasmática apenas dessas formas 

evolutivas que se estende até próximo ao núcleo (LIMA et al., 2012; PORTO-CARRERO 

et al., 2000). 

Uma outra estrutura importante é a bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo, o 

qual é formado por um axonema com nove pares de microtúbulos periféricos e um par 

central envolvidos por uma membrana flagelar (SOUZA, 2009). Essa região participa de 

processos importantes, como endocitose, exocitose, motilidade, morfogênese e replicação 

(DURANTE; CÂMARA; BUSCAGLIA, 2015; LANGOUSIS; HILL, 2014). 

Os reservossomos, encontrados na forma epimastigota, são o ponto final dessa via 

endocítica e uma série de lipídeos, proteínas e proteases, como a enzima cruzaína, são 

armazenados neles (PEREIRA et al., 2015; SANT’ANNA et al., 2009). As outras formas 

evolutivas não possuem um reservossomo típico, e sim uma forma relacionada a ele, a 

qual também contém a cruzaína (BATISTA et al., 2015; SANT’ANNA et al., 2008). 

Outras organelas importantes são os acidocalcissomos, compartimentos ácidos 

ricos em cálcio, fósforo e outros íons, que participam da manutenção de pH (potencial 
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hidrogeniônico) e osmorregulação (DOCAMPO; MORENO, 2011; DOCAMPO; 

HUANG, 2015) e os glicossomos que armazenam enzimas da via glicolítica (MICHELS 

et al., 2006) (figura 4). 

 
Figura 4 – Estruturas intracelulares da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi. 

 
Fonte: Teixeira et al. (2011). 

 
 

Todos os flagelados da ordem Kinetoplastida têm mitocôndria única que se 

estende por todo o corpo celular e contém DNA mitocondrial em uma estrutura 

denominada cinetoplasto (PAES et al., 2011). O volume que essa mitocôndria pode 

ocupar em relação ao volume total celular varia dependendo de fatores ambientais e 

nutricionais (SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009). 

Para se diferenciar, adaptar ou evadir ao sistema imune, bem como após a 

interação com medicamentos, pela ação de espécies reativas de oxigênio, os 

tripanossomatídeos utilizam a morte celular programada (MCP) (NGUEWA et al., 2004). 

Os principais tipos de morte celular são: apoptose, autofagia e necrose tendo cada uma 

característica fenotípica específica e apenas as duas primeiras fazendo parte da MCP. O 

fenótipo de morte celular dos cinetoplastídeos possui características semelhantes com 

organismos multicelulares, como vacuolização citoplasmática, condensação da cromatina 

e a fragmentação do DNA. Essa organela também tem grande importância na MCP, sendo 

uma das principais organelas utilizadas na literatura para se entender o processo de morte 

celular induzido por candidatos à fármacos tripanocidas (FIDALGO; GILLE, 2011; 

PAES et al., 2011). 
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2.4 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA DOENÇA DE CHAGAS 
 
 

Segundo o II Consenso Brasileiro em Doença de Chagas (DIAS et al., 2016), o 

diagnóstico na fase aguda deve ser confirmado sempre laboratorialmente, principalmente 

pelo parasitológico direto, fazendo a detecção da forma tripomastigota sanguínea 

(padrão-ouro). Paralelo a isso, também é feita a sorologia para detecção de 

imunoglobulinas M (IgM) anti-T. cruzi. Na figura 5, está descrito o fluxograma do 

diagnóstico laboratorial da doença na fase aguda. 

 
Figura 5 – Fluxograma para diagnóstico laboratorial da doença de Chagas aguda. 

Fonte: Adaptado de Brasil (2018). 

Legenda: ªA confirmação pelo critério sorológico deve ser avaliada rigorosamente, levar em consideração 

o intervalo entre as datas de início de sintomas e coleta da amostra de sangue, além de considerar 

evidências clínicas epidemiológicas. b Na detecção de IgM, descartar o caso somente após a avaliação da 

sorologia de imunoglobulina G (IgG). c Para confirmação por IgG, são necessárias duas coletas com 

intervalo mínimo de 15 dias entre uma e outra, sendo preferencialmente execução pareada (inclusão da 

primeira e da segunda amostras no mesmo ensaio para efeitos comparativos). 

 

Durante a fase crônica da doença, devido à escassez de parasitos no sangue, faz- 

se necessário outros métodos diagnósticos, como a detecção de imunoglobulinas G (IgG) 

anti-T. cruzi (CHATELAIN, 2015). É preconizado pelo Ministério da Saúde que se utilize 

pelo menos dois tipos de testes sorológicos diferentes (geralmente ELISA, 

imunofluorescência indireta e hemaglutinação indireta) para confirmação do diagnóstico 
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da doença (BRASIL, 2018). Na figura 6 está descrito o fluxograma do diagnóstico 

laboratorial na fase crônica da doença. 

 
Figura 6 – Fluxograma do diagnóstico laboratorial na fase crônica da doença de Chagas. 

Fonte: Brasil (2018). 

Legenda: ª Cenário: sem uma rede laboratorial adequada, investigação diagnóstica em pacientes com 

difícil acesso aos serviços de saúde e em gestantes com suspeita de doença de Chagas durante o pré-natal 

ou em trabalho de parto. b O terceiro teste realizado pode ser qualquer um dos seguintes: ELISA, 

imunofluorescência indireta, hemaglutinação indireta, western blot ou imunoensaio quimioluminescente. 

PCDT = Protocolos Clínicos e Diretrizes Terapêuticas. 
 
 

Com relação a utilização de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para 

diagnóstico, de acordo com a Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde 

(2005), essa pode ser uma importante ferramenta no caso de sorologia inconclusiva. 

Outras utilidades importantes da técnica são a detecção de reativação da doença em 

imunossuprimidos cronicamente infectados e detecção em pacientes que receberam 

órgãos de doadores cronicamente infectados (QVARNSTROM et al., 2012). 

 
2.5 FORMAS CLÍNICAS DA DOENÇA DE CHAGAS 

 
 

A doença de Chagas possui duas fases: aguda e crônica. A fase aguda pode se 

apresentar de algumas formas: assintomática, sintomática com sintomas inespecíficos 

(febre, apatia, hepatoesplenomegalia, etc) ou com um quadro clínico severo que é mais 
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comum em jovens (TOSO; VIAL; GALANTI, 2011). Durante a fase aguda, a parasitemia 

e a quantidade de parasitos distribuídos nos tecidos são maiores (DUBNER et al., 2008). 

Segundo Tarleton (2001), a fase aguda, com duração de 2 a 3 meses, termina 

quando o sistema imune consegue controlar a parasitemia e o nível de parasitos nos 

tecidos. Esse controle envolve anticorpos, linfócitos T CD8+ (citotóxicos) e linfócitos T 

CD4+ (auxiliares, resposta do tipo Th1) produtores de altos níveis de IFN-γ (interferon 

gama). 

Após essa fase aguda, cerca de um terço dos pacientes evolui para a fase crônica. 

Pode haver evolução para a forma indeterminada - sem evidências de comprometimento 

orgânico - ou para a sintomática (cardíaca, digestiva ou cardio-digestiva) décadas após a 

infecção inicial (figura 7) (LO PRESTI et al., 2015). 

 
Figura 7 – Radiografias de algumas das apresentações clínicas da doença de Chagas. 

 

Fonte: Adaptado de Coura et al. (2007). 

Legenda: (A) Cardiopatia chagásica, (B) megaesôfago grau II e (C) megacólon. 
 
 

Pessoas com a forma indeterminada possuem sorologia positiva para anticorpos 

anti-T. cruzi, eletrocardiograma normal, e radiologia normal de tórax, esôfago e cólon 

(RASSI JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Enquanto que, quando se tem a forma 

digestiva, há alterações na motilidade do esôfago e cólon o que pode acarretar em 

problemas de deglutição, regurgitação e constipação detalhadas no quadro 1 (TEIXEIRA 

et al., 2011b). 
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Quadro 1 – Anormalidades de esôfago e cólon na Doença de Chagas baseadas no raio-x. 
 

Megaesôfago Megacólon 
Diâmetro normal, mas dificuldade em esvaziar o 

contraste de bário ingerido 
Estágio I, com eliminação espontânea das fezes 

Dilatação moderada e retenção do contraste de bário Estágio II, onde não há eliminação espontânea das 
fezes 

Grande dilatação, hipotonia, e contratilidade mínima Estágio III, com obstrução total 
Dilatação muito grande com alongamento do 

diafragma 
Fonte: Adaptado de Teixeira et al. (2011). 

 
 

A maioria dos doentes com a forma crônica possui a forma cardíaca, a qual é 

extremamente debilitante (SOARES; PONTES-DE-CARVALHO; RIBEIRO-DOS- 

SANTOS, 2001). Essa forma possui como característica histopatológica principal a 

inflamação miocárdica, podendo levar ao aumento do coração (megalocardia), junto com 

miocitólise e fibrose (MACHADO et al., 2013). 

Existem duas vertentes de pensamentos para a patogênese chagásica crônica 

(GIRONÈS; FRESNO, 2003; TARLETON; ZHANG, 1999). A primeira traz a ideia de 

que o T. cruzi induz uma forte resposta do sistema imune, a qual também atinge os tecidos 

normais do hospedeiro, o que pode levar à mimetização de epítopos entre 

parasito/hospedeiro, induzindo autoimunidade (DE BONA et al., 2018; BONNEY; 

ENGMAN, 2015; TEIXEIRA et al., 2011). A segunda apoia a hipótese de a presença 

contínua do parasito nos tecidos ser responsável pela inflamação e dano observados nos 

mesmos (FERNANDES; ANDREWS 2012; TARLETON, 2001; TEIXEIRA; 

NASCIMENTO; STURM 2006). 

Não existe consenso com relação à patogênese da doença de Chagas e há lacunas 

a serem preenchidas. 

 
2.6 ASPECTOS IMUNOLÓGICOS DA DOENÇA DE CHAGAS 

 
 

Embora exista um conflito sobre o mecanismo da patologia da Doença de Chagas, 

o papel da resposta imune tem sido relatado nas fases aguda e crônica da doença (BOARI 

et al., 2012; HYLAND et al., 2007; PÉREZ et al., 2012; PONCE et al., 2012; SOARES, 

PONTES-DE-CARVALHO; RIBEIRO-DOS-SANTOS, 2001). 
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2.6.1 Infecção aguda 
 
 

Controlar a infecção pelo T. cruzi depende de respostas imunes inatas e adquiridas, 

que são ativadas durante a infecção inicial e são críticas para a sobrevivência do 

hospedeiro. Essas respostas envolvem as diferentes células do sistema imunológico e a 

produção de citocinas do perfil Th1 (pró-inflamatórias). O perfil Th2 está relacionado 

com a suscetibilidade à doença, onde a principal citocina envolvida é a IL-4 (HIYAMA 

et al., 2001). Estudos em modelos experimentais agudos da doença mostraram o papel de 

citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ, TNF-α (Tumor necrosis fator alfpha, Fator de 

Necrose Tumoral Alfa) e IL-6 na resistência à infecção por T. cruzi (ALIBERTI et al., 

2001; GAO; PEREIRA, 2002). É importante salientar que IFN-γ e TNF-α têm papel dual 

de acordo com o curso da doença (FERREIRA et al., 2014; PAPATHANASIOU et al., 

2015). 

Uma vez que células da resposta imune inata estão diretamente envolvidas no 

combate a infecção inicial ao T. cruzi, é interessante que se entenda a interação de 

compostos com toll-like receptors (receptores toll-like, TLRs) visando estimular a 

capacidade das células dessa resposta imune em responder ao parasito (RODRIGUES; 

OLIVEIRA; BELLIO, 2012). Os TLRs são uma família de proteínas transmembrana, 

evolutivamente conservadas entre insetos e humanos que fazem parte de um grupo de 

moléculas chamado de pattern recognition receptors (receptores de reconhecimento de 

padrão, PRRs). Ao interagir e reconhecer moléculas chamadas de pathogen-associated 

molecular pattern (padrões moleculares associados a patógenos, PAMPs) podem induzir 

resposta imune tanto inata quanto adquirida. Diversas moléculas do parasito têm sido 

identificadas como PAMPs para os TLRs. Os principais são os glicoinositolfosfolipídeos 

encontrados em grandes quantidades na membrana celular dos tripanosomatídeos. 

Estudos têm mostrado que glicosil-fosfaditilinositois (GPIs) derivadas de tripomastigotas 

são reconhecidas pelo TLR2 (CAMPOS et al., 2001, ROPERT; GAZZINELLI, 2000). 

Outro GPI purificado das formas epimastigotas induz ativação da via NF-kB via TLR4 

(OLIVEIRA et al., 2004). 

A primeira comprovação da importância dos TLRs nos mecanismos de resistência 

ao T. cruzi foi feita em camundongos nocautes para a molécula adaptadora MyD88, 

essencial para sinalização de quase todos os TLRs. Esses camundongos, quando 

infectados com tripomastigotas, apresentaram alta parasitemia e mortalidade que 

estiveram associadas a uma baixa produção de IFN-γ e IL-12 (PELLEGRINI et al., 2011; 
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GAZZINELLI; DENKERS, 2006). Além disso, camundongos nocaute para TLR4 têm 

intensa parasitemia, confirmando o papel do TLR4 na resistência a infecção por T. cruzi 

(OLIVEIRA et al., 2004, 2010). 

Adicionalmente, camundongos nocautes para TLR2 e TLR9 foram mais 

suscetíveis à infecção por T. cruzi além de ter uma baixa resposta Th1 (BAFICA et al., 

2006). Da mesma maneira, a resposta inflamatória induzida pela ligação de 

glicoinositolfosfolipídeo (GIPL) a TLR4 leva à produção de resposta protetora baseada 

na produção de IFN-γ, TNF-α e ON. 

De acordo com estudos anteriores, TLR9 tem um papel crucial no estabelecimento 

da resposta Th1, enquanto o TLR2 pareceu atuar como um imunorregulador no estágio 

inicial da infecção. Gravina e colaboradores (2013) investigaram o papel dos TLRs (2 e 

9) na infecção aguda experimental por T. cruzi. Eles observaram que células dendríticas, 

macrófagos e monócitos usam de maneiras diferentes esses dois TLRs durante a fase 

aguda da infecção - levando a produção diferente de TNF-α e IL-12 entre essas células - 

e que camundongos deficientes de TLR9, e não deficientes de TLR2, são suscetíveis à 

infecção por T. cruzi. 

A atuação da resposta imune inata tem importante papel no combate inicial ao 

parasito. Estudos mostram que macrófagos, células dendríticas e células natural killer 

(NK, assassina natural) desencadeiam forte resposta inflamatória juntamente com 

aumento da produção de citocinas e quimiocinas (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA et al., 

2014; KANIA et al., 2013; MACHADO et al., 2008; PINHO et al., 2014; REZENDE- 

OLIVEIRA; SARMENTO; RODRIGUES-JUNIOR, 2012). 

Após interação inicial do parasito com as células da resposta imune inata, são 

apresentadas diferentes sinalizações intracelulares que culminam na ativação de NF-kB, 

produção de citocinas inflamatórias, conectando a resposta inata à adaptativa para que 

haja uma resposta imune efetiva (MACHADO et al., 2012). O parasito também pode 

induzir aumento da produção de IL-12, interferindo na produção de IFN-γ pela ativação 

de células NK e indução de células da resposta Th1 (KAYAMA; TAKEDA, 2010). Além 

disso, essas células NK ativadas por IL-12 levam à expansão de células TCD4+ e CD8+ 

pela produção de IFN-γ, as quais produzem mais IFN-γ. Esse último, juntamente com 

TNF-α e IL-12, ativa macrófagos que estão infectados com T. cruzi a produzir óxido 

nítrico (ON) e a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) controlando 

a divisão intracelular do parasito e promovendo sua eliminação (DAFF, 2010; DOS- 

SANTOS et al., 2016; GUPTA; WEN; GARG, 2009; GUTIERREZ et al., 2009; SILVA; 



37 
 

 

MACHADO; MARTINS, 2003). No entanto, ON em excesso também pode levar a danos 

teciduais, mostrando o seu papel dual e a importância do controle imunológico 

(TATAKIHARA et al., 2015). O TNF-α também atua por via autócrina sendo um segundo 

sinal que leva à produção de ON por macrófagos ativados por IFN-γ e miócitos cardíacos 

infectados (MACHADO et al., 2000). Com isso, tanto o ON quanto a enzima iNOS são 

considerados importantes alvos imunomoduladores a serem investigados (SERAFIM et 

al., 2012). 

Além da resposta imune inata, a resposta imune adaptativa é de extrema 

importância e vem sendo elucidada (BASSO, 2013; PADILLA; BUSTAMANTE; 

TARLETON, 2009). Um estudo mostrou miocardite relacionada à presença de linfócitos 

T CD4+ e CD8+ na fase aguda da doença, bem como de antígenos de T. cruzi (MENEZES 

et al., 2004), ou seja, essas células podem estar envolvidas na patologia da miocardite 

aguda. Linfócitos T CD4+ e CD8+ secretam principalmente IFN-γ, o principal 

responsável pela polarização Th1 em relação a Th2. Já os linfócitos T CD8+ são 

apontados em processos distintos, tanto durante a progressão da doença, na patologia na 

fase crônica (DUTRA et al., 2000), como no controle de parasitos na infeção aguda 

(COSTA et al., 2000), e também associados a uma possível ausência de atividade que 

ajuda no estabelecimento da doença (ALBAREDA et al., 2006). Uma das citocinas que 

influenciam nesses mecanismos efetores dos linfócitos T CD8+ e na expansão dos 

linfócitos T na infecção aguda é a IL-2 (MARTIN; TARLETON, 2004). Devido a essa 

gama de influências descritas para essas células, especula-se que populações distintas de 

células T CD8+ podem existir durante a doença, relacionadas às diferentes funções 

(MACHADO et al., 2012). Além da dicotomia Th1/Th2, células Th17 também 

demonstraram ajudar no controle da infecção e da inflamação cardíaca na fase aguda em 

modelo experimental da doença, modulando a resposta Th1 (GUEDES et al., 2010). 

Apesar de toda essa resposta imune desenvolvida para que haja o combate ao 

parasito, muitos pacientes evoluem da forma aguda para a forma crônica da doença. 

Alguns dos fatores envolvidos nessa evolução são a evasão de T. cruzi ao sistema imune, 

a cepa envolvida na infecção inicial e o a capacidade do sistema imune do hospedeiro em 

responder a essa infecção (MAGALHÃES et al., 2015; NAGAJYOTHI et al., 2012; 

RODRIGUES et al., 2010). 

Com relação ao escape ao sistema imune, uma das maneiras que o parasito possui 

para fazê-lo é bloqueando a ativação de NF-kB, o que leva à menor produção da citocina 

pró-inflamatória IL-12 por macrófagos, através da ação da enzima parasitária cruzaína 
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(DOYLE et al., 2011). Outra molécula do parasito que interage com o sistema imune e o 

modula é a enzima trans-sialidase, a qual é considerada um fato de virulência parasitária 

devido a isso. Durante a apresentação de antígeno, a trans-sialidase limita a resposta pró- 

inflamatória e estimula a resposta anti-inflamatória através de uma maior produção de IL- 

10, favorecendo a infecção e persistência do parasito nos tecidos (DÍAZ et al., 2015). O 

parasito também expressa em sua superfície moléculas semelhantes à mucina que 

participam da interação inicial parasito-hospedeiro, bem como da evasão ao sistema 

imune (NARDY; FREIRE-DE-LIMA; MORROT, 2015). A forma sialilada dessas 

proteínas protege o parasito da ação de anticorpos, do sistema complemento (DA 

FONSECA et al., 2019), além de impedir os eventos iniciais de ativação de linfócitos T 

(ALCAIDE; FRESNO, 2004). 

Outro fator que está envolvido na infecção inicial é a cepa do parasito. Um estudo 

com duas cepas de dois Discrete Typing Units (DTUs) diferentes (TcI e TcII) na infecção 

aguda demonstrou que a cepa Col cl1.7, pertencente a TcI, levou a uma maior ativação 

de monócitos e produção de IL-10, enquanto que a cepa Y, pertencente a TcII, ativa 

menos os monócitos, no entanto, causa uma maior produção de citocinas pró- 

inflamatórias por células periféricas mononucleares (MAGALHÃES et al., 2015). DTU 

é um conjunto de unidades populacionais geneticamente mais semelhantes entre si do que 

a qualquer outra unidade e podem ser identificados por marcadores 

genéticos/moleculares/imunológicos comuns (TIBAYRENC, 2003). Ou seja, as cepas 

podem levar a desfechos imunológicos diversos e, consequentemente, a impactos 

diferentes no curso clínico da doença. 

 
2.6.2 Infecção crônica 

 
 

Na fase crônica da doença de Chagas, os sinais e sintomas clínicos dos pacientes, 

ou a ausência, parecem estar relacionados com a resposta imunológica do indivíduo. 

Sabe-se que na forma cardíaca há um perfil Th1 de citocinas (IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-6, 

IL-9, IL-12) com baixo nível de citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13), 

enquanto o contrário é visto na forma indeterminada, sugerindo que o equilíbrio destas 

citocinas poderia ter um papel-chave no desenvolvimento da doença (DUTRA et al., 

2009; POVEDA et al., 2014). Em meio a esse ambiente de regulação, há o envolvimento 

de outras células do sistema imune, como monócitos/macrófagos, influenciando a 
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atividade linfocitária tanto em modelos experimentais quanto em humanos na fase crônica 

(DHIMAN et al., 2013; GOMES et al., 2014). 

Duas das principais citocinas do perfil pró-inflamatório, TNF-α e IFN-γ, estão 

diretamente envolvidas na patologia da forma cardíaca da Doença de Chagas (CRIADO 

et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2012; TORZEWSKI et al., 

2012). Além delas, IL-6 foi uma citocina muito expressa por pacientes com essa forma 

em estudo de Sousa et al. (2014), em relação a pacientes com a forma indeterminada, que 

expressaram IL-10 em maior quantidade. Assim, a resposta imunológica do tipo 1, 

embora importante na contenção da replicação parasitária durante a fase aguda como já 

descrito, pode também estar envolvida no desenvolvimento de doença cardíaca grave 

(ABEL et al., 2001). 

Em relação a forma indeterminada, há um aumento da expressão de citocinas e 

fatores de transcrição relacionados aos perfis Th2, Th9, Th22 e Treg, associado há uma 

expressão reduzida das citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ e TNF-α (GUEDES et 

al., 2016; SOUZA et al., 2017). Estudos indicam uma correlação entre a produção de 

citocinas inflamatórias por células T CD4+ e monócitos de pacientes com a forma 

cardíaca e a produção de IL-10 pelas mesmas células de pacientes assintomáticos 

(SOUZA et al., 2004, 2007). Isso indica que as citocinas anti-inflamatórias podem ajudar 

a neutralizar a ação das citocinas pró-inflamatórias e consequentemente podem levar a 

redução dos danos teciduais (GOMES et al., 2003; VILLANI et al., 2010). 

Enfatizando a relevância da regulação do sistema imune, as células T reguladoras 

são majoritariamente encontradas em pacientes com a forma indeterminada da doença e 

as principais envolvidas na produção de IL-10, mostrando a importância das células 

produtoras dessa citocina na regulação da resposta imunológica desses pacientes 

(ARAÚJO et al., 2006, 2011a, 2011b, 2012; LIU; ZHAO, 2007). Uma outra evidência da 

importância dessas células no controle da patologia é a de que pessoas com a forma 

indeterminada possuem maior número de células T CD4+CD25high, levando a crer que a 

expansão dessas células pode ser benéfica na fase crônica (VITELLI-AVELAR et al., 

2005). Aliado a isso, estudo de Guedes et al. (2012) com pacientes com a forma cardíaca, 

mostrou uma maior produção de IL-10 e IL-17 na forma mais branda da doença e que 

diminuição da função de células T CD4+CD25+ e menores níveis de IL-17 têm ligação 

com a forma mais severa. Um estudo de Magalhães et al. (2012) corroborou com esses 

achados, além de verificar que na forma cardíaca há um menor número de células Th17 

circulantes, em relação a pacientes indeterminados e não infectados. Além disso, estudo 
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de Cai et al. (2016) em modelo experimental da doença trouxe que células Th17 são mais 

protetivas frente à infecção por T. cruzi que células Th1, além de mostrar que essas células 

podem agir tanto na imunidade extracelular como na intracelular. 

Muito vem se discutindo sobre o benefício do tratamento na fase crônica (VIOTTI 

et al., 2014; SOSA-ESTANI; COLANTONIO; SEGURA, 2012), principalmente levando 

em consideração manifestações clínicas, sorologia e a parasitemia (AGUIAR et al., 2012; 

ÁLVAREZ et al., 2012; ANDRADE et al., 2013; FRAGATA-FILHO et al., 2016). 

Porém, pouco se investiga sobre a influência do tratamento no sistema imune. A presença 

de altos níveis de IFN-γ em células mononucleadas do sangue periférico de pacientes 

curados após tratamento sugere um efeito benéfico dessa citocina na eficácia da 

quimioterapia (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000). No entanto, o envolvimento desta 

citocina juntamente com eventos citotóxicos no desenvolvimento da doença também tem 

sido descrito (SOARES et al., 2001). Ou seja, durante a fase aguda da infecção, IFN-γ 

pode agir em sinergia com o tratamento específico para eliminar os parasitos (FERRAZ 

et al., 2007; ROMANHA et al., 2002). Essa relação benéfica entre o balanço de citocinas 

e tratamento também foi vista na fase crônica em pacientes com a forma indeterminada e 

cardíaca (SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2008, 2012). 

Na forma indeterminada, o tratamento com benzonidazol levou a uma indução do 

perfil pró-inflamatório por células NK e T CD8+ junto com manutenção de IL-10, 

enfatizando a relevância do ambiente regulatório, já na forma cardíaca levou a menores 

níveis de IFN-γ e maiores níveis de IL-10 (CAMPI-AZEVEDO et al., 2015). Um estudo 

conduzido por Mateus e colaboradores (2017) com indivíduos cronicamente infectados, 

mostrou que o tratamento com o benzonidazol melhorou a resposta T CD8+ antígeno- 

específica, diminuindo a coexpressão de moléculas inibitórias dessas células e aumentado 

a capacidade funcional dessas células (observado pelo aumento produção de citocinas e 

moléculas citotóxicas). Alinhado a isto, estudo de Pérez-Antón e colaboradores (2018) 

concluiu que o tratamento com o benzonidazol em pessoas cronicamente infectadas 

reverteu o processo de exaustão das células T CD4+ e CD8+ e aumentou a capacidade 

responsiva desses linfócitos (aumento de células expressando IL-2 e TNF-α). Este 

processo de exaustão de linfócitos T tem sido relatado na literatura. Ele ocorre devido a 

uma exposição contínua a antígenos parasitários, desencadeando uma resposta 

disfuncional dos linfócitos T através da diminuição da capacidade de produzir citocinas 

e moléculas citotóxicas contra o agente infeccioso, além de induzir aumento progressivo 
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na expressão e coexpressão de moléculas inibitórios na membrana das células T 

específicas para o antígeno (RODRIGUES et al., 2014). 

Não se sabe o que leva a um aumento do perfil anti-inflamatório observado na 

forma indeterminada em relação a um perfil pró-inflamatório observado na forma 

cardíaca. Isso pode depender das características genéticas do hospedeiro e das alterações 

dependentes da idade do sistema imunológico, por exemplo (AYO et al., 2013; DRIGO 

et al., 2006; FRADE et al., 2013; HENAO-MARTÍNEZ; SCHWARTZ; YANG, 2012; 

NOGUEIRA et al., 2015; PISSETI et al., 2013). 

Por um lado, a gama de perfis imunológicos envolvidos na patologia da doença 

reforçam a importância de investigar como um possível novo tratamento pode atuar no 

sistema imunológico, auxiliando no combate ao desenvolvimento da doença. Por outro 

lado, esse aspecto imunológico é pouco investigado quando se trata de novos 

medicamentos para a doença. 

Uma variedade de classes de compostos tem sido testada para a doença de Chagas 

e algumas estruturas privilegiadas, especialmente aquelas relacionadas à ftalimida, 

tiossemicarbazonas, tiazóis e 4-tiazolidinonas estão sendo consideradas chassis 

moleculares (scaffolds) anti-T. cruzi e imunomoduladores promissores (LEITE et al., 

2019). Gomes e colaboradores (2020) testaram tanto ftalimido-tiossemicarbazonas 

quanto derivados de ftalimido-tiazol in vitro e encontraram 3 compostos com IC50 abaixo 

de 5 μM frente a tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi. Em um trabalho que testou 

derivados de tiossemicarbazonas, o composto [(E)-2-(1-(4-clorofeniltio)propano-2- 

ilideno)hidrazinacarbotioamida] (C3) apresentou anticorpos anti-T. cruzi in vitro e in 

vivo, além de diminuir a liberação de tripomastigotas dos cardiomiócitos sem depender 

da produção de ON, TNF-α e IL-6 (DE ASSIS et al., 2021). Álvarez e colaboradores 

(2015) sintetizaram e testaram derivados de tiazol e foi possível encontrar uma molécula 

que diminui o infiltrado inflamatório mononuclear no coração de camundongos 

infectados com T. cruzi. Dois dos derivados de cloro de 4-tiazolidinonas testados contra 

T. cruzi, os compostos 2-[1-(2,5-diclorofenil)etilidenohidrazona]-5-etiltiazolidina4-ona e 

2-[1-(2,4-diclorofenil)etilidenohidrazona]tiazolidina-4-ona (2c e 3a), mostraram 

atividade antiparasitária independente da liberação de ON (DE OLIVEIRA-FILHO, 

2021). 

Devido a essa gama de perfis imunológicos envolvidos na patologia da doença, 

existe a importância de se investigar de que maneira um possível novo tratamento pode 

agir no sistema imunológico, auxiliando a combater o desenvolvimento da doença. 
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Percebe-se que a imunoterapia e o desenvolvimento de compostos imunomoduladores, 

apesar de pouco explorada, é uma importante abordagem para a doença de Chagas 

(DARANI et al., 2016). 

 
2.7 TRATAMENTO DA DOENÇA DE CHAGAS: ENSAIOS CLÍNICOS E CLASSES 

PROMISSORAS 

 
Desde a sua descoberta em 1909, diversos compostos foram testados para o 

tratamento da doença, entre eles: arsênicos, fucsina, bismuto, anti-histamínicos, 

anfotericina B, antibióticos, entre outros (COURA; DE CASTRO, 2002). 

O tratamento atualmente é baseado em dois medicamentos (figura 8): o 

benzonidazol (produzido pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE® no Brasil e pela 

Maprimed/ELEA na Argentina como Abarax®) e o Nifurtimox (Lampit™, Bayer 

HealthCare AG, Leverkusen, Alemanha); porém, eles são mais efetivos na fase aguda da 

doença em detrimento da fase crônica, além de possuírem uma alta toxicidade 

(MORILLA; ROMERO, 2015). Mais especificamente, a eficácia de cura na fase aguda é 

de 50-80%, enquanto na fase crônica é de 8-20% (SALES-JUNIOR et al., 2017). 

 
Figura 8 – Estruturas químicas dos fármacos utilizados na doença de Chagas. 

 
Fonte: Bosquesi et al. (2008). 

Legenda: (A) Benzonidazol e (B) Nifurtimox. 
 
 

Segundo o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (2016), os efeitos adversos 

gerados pela grande toxicidade do tratamento são principalmente gastrointestinais como 

vômito, dor abdominal, anorexia e perda de peso, no caso do nifurtimox e dermatite 

alérgica, insônia e neuropatia periférica no caso do benzonidazol. Nenhuma droga foi 

aprovada para o tratamento da doença nos últimos 50 anos desde o descobrimento do 

benzonidazol e do nifurtimox (BELLERA et al., 2015). 

Segundo a Drugs for Neglected Diseases Initiative (Iniciativa de Medicamentos 

para Doenças Negligenciadas, DNDi, 2015), o tratamento atual possui problemas como 
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longa duração (30-60 dias), toxicidade dose-dependente, baixa taxa de adesão. 

Recentemente foi lançada, com o apoio do DNDi, uma formulação para ser utilizada em 

crianças abaixo de 2 anos produzida pelo Laboratório Farmacêutico de Pernambuco 

(LAFEPE) e registrada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). 

Algumas das vantagens vinculadas a essa formulação são: mais segurança no tratamento 

dessa faixa etária; comprimido facilmente dispersível em líquidos, o que facilita a 

administração; necessidade de fracionamento apenas em casos especiais (crianças 

prematuras com menos de 2,5kg de peso); e o fato da administração do medicamento 

poder ser feita em casa de forma segura durante todo o tempo do tratamento (duas vezes 

ao dia por 60 dias). 

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (Centro de Controle 

e Prevenção de Doença, CDC, 2016), o tratamento é indicado para todas as pessoas com 

infecção aguda, infecção congênita, imunossuprimidos e crianças com a forma crônica da 

doença (quadro 2). 

 
Quadro 2 – Esquema terapêutico para a doença de Chagas. 

Medicamento Faixa etária Dose e duração 
 

Benzonidazol 
< 12 anos 5-7,5 mg/kg/dia, via oral, duas 

vezes ao dia por 60 dias 
12 anos ou mais 5-7 mg/kg/dia, via oral, duas vezes 

ao dia por 60 dias 
 
 

Nifurtimox 

≤ 10 anos 15-20 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4 
vezes ao dia por 90 dias 

11-16 anos 12,5-15 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4 
vezes ao dia por 90 dias 

17 anos ou mais 8-10 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4 
vezes ao dia por 90 dias 

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (2016). 
 

Um outro problema relativo ao tratamento da doença é o acesso à medicação. De 

acordo com o Médicos Sem Fronteiras, alguns países como Bolívia e Paraguai passaram 

por períodos sem aquisição do medicamento, prejudicando o tratamento (MÉDICOS 

SEM FRONTEIRAS, 2011). Alguns países de áreas não-endêmicas como Espanha 

também reportaram a escassez do medicamento (NAVARRO et al., 2012). Essa ausência 

foi devida principalmente ao aumento da demanda pelo medicamento que não foi 

acompanhado pelo aumento da produção (CHAAR, 2014). Isso demonstra a necessidade 

de planejamento para o manejo do tratamento dessa doença que é e atualmente sofre com 

negligência. Além disso, estudos clínicos de novos tratamentos para essa doença são 
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longos e há problemas relativos ao diagnóstico, como a falta de ferramentas que 

demonstrem a cura parasitológica na fase crônica, dentre outros (URBINA, 2015). 

Um outro aspecto importante e que deve ser levado em consideração na busca de 

novas terapias pra doença de Chagas é o surgimento de cepas resistentes ao tratamento 

atual (FAIRLAMB et al., 2016). Para que esse obstáculo seja superado, a principal 

estratégia empregada é a combinação de medicamentos (SALOMÃO; DE CASTRO, 

2017). 

Recentemente foi descrita uma forma dormente de T. cruzi. Estas são formas 

amastigotas não-replicativas, capazes de restabelecer a infecção após até 30 dias da 

exposição ao tratamento com o benzonidazol (SÁNCHEZ-VALDÉZ et al., 2018). Estas 

formas evolutivas podem ajudar a explicar a variabilidade na eficácia dos tratamentos 

atuais, que normalmente são altamente eficazes na diminuição da parasitemia; no entanto, 

têm taxas variáveis de soroconversão e conversão para PCR negativa (KRATZ et al., 

2018) 

O tratamento da doença na fase crônica não possuía consenso sobre sua eficácia, 

tanto em modelos experimentais da doença quanto em estudos com pacientes crônicos 

(MARIN-NETO et al., 2009). No quadro 3 estão alguns dos ensaios clínicos com 

fármacos para a doença de Chagas. 

 
Quadro 3 – Ensaios clínicos com fármacos para a doença de Chagas. 

 

Ensaio clínico Objetivo 
BENEFIT Verificar a eficácia do tratamento com benzonidazol em prevenir a progressão da 

cardiopatia chagásica crônica e a morte dos pacientes. 
BENDITA Encontrar novas dosagens do tratamento atual sem diminuir sua eficácia, além de 

testar o benzonidazol associado ao fosravuconazol, um antifúngico de amplo 
espectro. 

Estudo de prova de conceito 
do E1224 para tratar pacientes 
adultos com doença de Chagas 

Determinar se cada um dos três diferentes regimes de dosagem de E1224 é eficaz e 
seguro na erradicação da parasitemia por T. cruzi em indivíduos com a forma crônica 

indeterminada da DC, em comparação ao placebo. 
CHAGASAZOL Avaliar a eficácia e segurança do posaconazol em comparação com a eficácia e 

segurança do benzonidazol em adultos com infecção crônica pelo T. cruzi. 
TESEO Comparar a segurança e a eficácia de dois novos regimes de quimioterapia de 

benzonidazol e nifurtimox em adultos com a doença de chagas crônica com o 
tratamento padrão atual. 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
 
 

Um grande recente estudo multicêntrico e randomizado com doentes chagásicos 

foi desenvolvido por pesquisadores de diversos países (Brasil, Colômbia, El Salvador, 

Argentina e Bolívia). Esse estudo, denominado Benznidazole Evaluation For Interrupting 

Trypanosomiasis (BENEFIT, Avaliação do Benzonidazol para Interrupção da 
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Tripanossomíase), buscava verificar a eficácia do tratamento com benzonidazol em 

prevenir a progressão da cardiopatia chagásica crônica e a morte dos pacientes, 

acompanhando 2.854 indivíduos por cerca de 5 anos. Ele trouxe grande avanço com 

relação ao entendimento do efeito do tratamento com o benzonidazol nesses pacientes. 

Embora o estudo tenha mostrado diminuição da detecção parasitária no soro, não 

verificou diminuição da cardiopatia nos pacientes tratados (MORILLO et al., 2015). 

Outro estudo clínico com pacientes com doença de Chagas é o estudo 

Benznidazole New Doses Improved Treatment & Therapeutic Associations (BENDITA, 

Novas Doses de Benzonidazol Melhoraram o Tratamento & Associações Terapêuticas). 

O objetivo deste estudo foi encontrar novas dosagens do tratamento atual sem diminuir 

sua eficácia, além de testar benzonidazol associado ao fosravuconazol, um medicamento 

antifúngico de amplo espectro (DNDi, 2019). Em parte desse estudo concluído, foi 

descoberto que o tratamento de 2 semanas é promissor, pois é 4 vezes mais curto que o 

tratamento padrão. No entanto, os dados dos tratamentos combinados (benznidazol 

combinado com fosravuconazol) ainda estão sendo analisados. Essa dosagem e tempo de 

tratamento mais baixos facilitariam a adesão ao tratamento, uma vez que reduziriam 

consequentemente os efeitos adversos. 

Um outro grande estudo randomizado, duplo-cego, de fase clínica 2, que 

pesquisou a atividade do E1224 - um pró-fármaco do ravuconazol solúvel em água - foi 

recentemente concluído. O estudo concluiu que o E1224 tem um efeito supressor 

transitório na eliminação do parasito, enquanto o benzonidazol mostrou eficácia precoce 

e que se manteve por 12 meses de acompanhamento (TORRICO et al., 2018). 

Visando avaliar a eficácia, segurança e perfil de efeitos adversos do posaconazol, 

foi desenvolvido o estudo clínico prospectivo e randomizado denominado 

CHAGASAZOL. No entanto, significativamente mais pacientes nos grupos tratados com 

o posaconazol do que no grupo tratado com o benzonidazol tiveram falha no tratamento 

durante o estudo (MOLINA et al., 2014). 

Um estudo mais recente, o New ThErapies and Biomarkers for ChagaS infEctiOn 

(TESEO) visa comparar a segurança e eficácia de dois novos regimes de quimioterapia 

de benzonidazol e nifurtimox em adultos com a doença de chagas crônica com o 

tratamento padrão atual, avaliados por PCR em tempo real e biomarcadores por 36 meses 

pós-tratamento e correlacionados com a sorologia convencional da doença de Chagas. 

(ALONSO-VEGA, 2021) Esse ensaio clínico ainda está em desenvolvimento. 
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Levando-se em consideração esses aspectos, fica clara a necessidade de se 

continuar buscando um novo tratamento para a doença, que seja menos tóxico, de fácil 

acesso, de curta duração e igualmente eficaz entre as fases da doença. 

 
2.8 DESAFIOS NO ESTUDO DE DROGAS PARA A DOENÇA DE CHAGAS 

 
 

Um dos grandes desafios no tratamento dessa enfermidade é a descoberta de 

fármacos mais eficazes e menos tóxicos. Porém, o desenvolvimento de um composto 

eficaz esbarra em alguns obstáculos, como a dificuldade de padronização de testes in vivo 

e in vitro para o screening dos compostos e a ausência de marcadores de eficácia do 

tratamento e de critérios de cura (PINAZO et al., 2014; ROMANHA et al., 2010). 

Estudos desenvolvidos por Chatelain e Konar (2015) trazem diversas questões 

que precisam ser respondidas sobre experimentação em pesquisa de drogas para a doença 

de Chagas (quadro 4): 

 
Quadro 4 – Questões que permanecem sem respostas na doença de Chagas. 

Modelos de doença Desenho do experimento (eficácia final, 
comparadores, esquemas de tratamento) 

Como a variabilidade observada em diferentes 
modelos animais poderia ser diminuída? 

Qual é a importância do tempo de início do 
tratamento, regime de dosagem e duração do 

tratamento? 
A eficácia de um composto em um modelo agudo 
validado pode ser aplicada com sucesso em um 

modelo crônico da doença? 

Como se definiria cura em um modelo de escolha? 

Modelos de doença crônica envolvendo cepas de T. 
cruzi menos suscetíveis ao benzonidazol são 

melhores? 

Quais seriam os melhores compostos ou controles 
utilizados para comparação que deveriam ser usados 

em modelos animais selecionados para validar os 
testes dos compostos e extrapolar para o homem? 

A avaliação in vitro da eficácia de um composto 
contra um painel de cepas representativas do parasito 

pode ser uma substituta para testes in vivo em 
modelos animais com as mesmas cepas? 

- 

Fonte: Adaptado de Chatelain e Konar (2015). 
 

Com relação ao tratamento da doença, o DNDi (2016) traz critérios considerados 

aceitáveis e ideais para o tratamento da doença, expostos no quadro 5. 
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Quadro 5 – Critérios aceitáveis e ideais, segundo o DNDi, para o tratamento da doença de Chagas. 
 Aceitável Ideal 

População alvo Doentes crônicos Doentes agudos e crônicos 

Cepas de T. cruzi TcI, TcII, TcV e TcVI Todas 

Adulto/Criança Adulto Todos 

Distribuição Todas as áreas Todas as áreas 

 
 

Eficácia clínica 

 
 

Não inferior a benzonidazol em 
todas as regiões endêmicas 

(parasitológico) 

 
 

Superior ao benzonidazol nas 
diferentes fases da doença 

(parasitológicos) 

 
 

Atividade contra cepa resistente 

 
 

Desnecessária 

 
Com atividade contra cepas 
resistentes a nitrofuran e a 

nitroimidazol 

Contraindicações Gravidez/Lactação Nenhuma 

 
 

Precauções 

 
 

Não genotóxico, com potencial 
pró-arrítimico insignificante 

 
Sem genotoxicidade; sem 

teratogenicidade; sem efeito 
inotrópico negativo; potencial pró- 

arrítimico significativo 

 
 

Interações 

 
 

Nenhuma interacção 
clinicamente significativa com 

medicamentos anti- 
hipertensivos, antiarrítmico e 

anticoagulantes 

 
 
 

Nenhuma 

Apresentação Via oral Via oral 

Regime de dosagem Comparável ao tratamento 
sistêmico com antifúngicos 

Uma vez ao dia durante 30 dias 

Fonte: Adaptado de Drugs for Neglected Diseases Initiative (2016). 
 

Em 2009, o DNDi aproveitou o ano do centenário da descoberta da doença de 

Chagas para lançar a “Plataforma de Pesquisa Clínica em Doença de Chagas”. A 

plataforma é uma rede que tem como objetivo a pesquisa e o desenvolvimento de um 

novo tratamento para a doença. Essa mesma organização tem promovido encontros para 

desenvolvimento e debate de Target Product Profile (TPP, Perfil do Produto-Alvo) para 

a Doença de Chagas. Porrás et al. (2015) expõem TPPs relativos tanto ao diagnóstico, 

quanto ao tratamento da doença, demonstrando a importância do debate dos mesmos. 

Ensaios in vitro aprimorados, os quais incluem painéis de cepas de T. cruzi e 

isolados clínicos (cobrindo todas DTUs atuais), bem como ensaios que avaliam a 

eliminação total do parasito atualmente fazem parte das cascatas de triagem utilizadas 
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para priorizar apenas os compostos mais promissores a progredirem para experimentos in 

vivo (CAL et al., 2016; CHATELAIN; IOSET, 2018; FRANCISCO et al., 2017; 

MACLEAN et al., 2018; ZINGALES, 2018). 

Nesse contexto, fica claro que há algumas dificuldades a se superar para que haja 

a descoberta de um tratamento adequado para a doença. 

 
2.9 MÉTODOS COMPUTACIONAIS E O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS 

FÁRMACOS 

 
A importância de estudos in silico (computacionais) vem sendo percebida e bem 

aceita pela comunidade científica e pela grande indústria farmacêutica. Estima-se que o 

uso destas metodologias pode reduzir os custos e o tempo de desenvolvimento de um 

novo fármaco em até 50% (GELDENHUYS et al., 2006). Isto ocorre porque muitas vezes 

o número de moléculas que precisam ser sintetizadas e testadas passa a ser drasticamente 

reduzido pela alta capacidade de predição e confiabilidade dos testes in silico, diminuindo 

o tempo de desenvolvimento de um novo fármaco. 

Os testes computacionais empregados no desenvolvimento de novos compostos 

podem ser subdivididos em duas categorias: baseados na estrutura do ligante ou do alvo 

(LEELANANDA; LINDERT, 2016). Uma das metodologias in silico baseadas na 

estrutura do alvo mais utilizadas é o docking molecular (FERREIRA et al., 2015). O 

docking determina se há interação energética favorável entre duas moléculas (ligante e 

alvo biológico) com o objetivo de compreender as razões moleculares responsáveis pela 

potência farmacológica destes ligantes ou fármacos em potencial (GUEDES; DE 

MAGALHÃES; DARDENNE, 2014). O alvo utilizado deve ter um papel biológico 

importante na condição que está sendo estudada, em que a modulação da sua atividade 

pela molécula leve a alteração na via onde esteja envolvido (OVERINGTON; AL- 

LAZIKANI; HOPKINS, 2006; SOUSA et al., 2010). Na maioria das vezes, esses alvos 

são proteínas. Uma vez que o sistema imune está envolvido em diferentes patologias e 

condições, o docking também vem sendo empregado no contexto de interação com o 

sistema imune para que seja avaliados possíveis alvos imunológicos e como esses alvos 

podem ser modulados pelos compostos (MESAIK et al., 2006; SHRIVASTAVA et al., 

2016). 

Dentro deste campo de pesquisa, há diferentes formas de aplicabilidade de 

ferramentas computacionais, afinal não apenas a predição de interação com alvos 
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diretamente causadores de doenças é importante. Atualmente, existem diferentes bancos 

de dados de predição de alvos tanto de toxicidade, quanto de farmacocinética e 

farmacodinâmica (MALTAROLLO et al., 2015; RAIES; BAJIC, 2016). Esses são 

tópicos importantes a serem investigados, pois têm ligação direta com o sucesso 

terapêutico, além de serem grandes fatores de perdas no desenvolvimento de fármacos 

(WARING et al., 2015). 

Um desses bancos de dados, é a plataforma Protox-II. Esta plataforma compara as 

estruturas bidimensionais das moléculas de interesse com aquelas que estão depositadas 

na plataforma (e que possuem dados de toxicidade bem descritos), utilizando de machine 

learning e modelos matemáticos para a predição de diferentes desfechos e alvos de 

toxicidade (DRWAL et al., 2014). Um outro exemplo de plataforma que auxilia na busca 

por alvos biológicos é a Similarity ensemble approach (SEA). Da mesma maneira que a 

Protox-II, ela utiliza de semelhanças estruturais entre os ligantes para sugerir possíveis 

alvos (KEISER et al., 2007). Uma importante ferramenta de predição de farmacocinética 

é a SwissADME, que tem o mesmo princípio das plataformas já mencionadas, e nos 

fornece informações como: solubilidade em água; lipofilicidade; absorção por algumas 

barreiras como pele, trato gastrointestinal (TGI) e barreira hematoencefálica (BHE), 

parâmetros de semelhança à fármacos, entre outros (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 

2017). 

Com isso, é importante que se alie e relacione métodos computacionais e ensaios 

biológicos a fim de que haja uma melhor predição de atividade de novos compostos, 

diminuindo assim as perdas no desenvolvimento de novos medicamentos. 

 
2.10 ALVOS DE TRYPANOSOMA CRUZI COM IMPORTÂNCIA NO 

DESENVOLVIMENTO DE NOVOS COMPOSTOS PARA DOENÇA DE CHAGAS 

 
Um dos enfoques das pesquisas em relação à doença de Chagas tem sido o 

desenvolvimento de medidas eficazes para seu controle (BONNEY, 2014). Uma dessas 

medidas é a pesquisa por novos fármacos para o tratamento da doença, que tem crescido 

sensivelmente nos últimos anos (BUCKNER; NAVABI, 2010). 

Para que os estudos avancem, é importante que se busque alvos moleculares 

específicos para o parasito (GILBERT, 2013). Field e colaboradores (2017) descrevem 

alguns importantes critérios para seleção dos alvos, os quais estão descritos no quadro 6. 
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Quadro 6 – Critérios propostos para a seleção de alvos. 
 

Descrição do critério 
Validação genética e química do alvo 

Se o alvo pode ser inibido por moléculas semelhantes a fármacos 
Se é possível estabelecer um teste de alto rendimento (high throughput-assay) com ele 

Qual o potencial de resistência que pode surgir contra esse alvo 
A capacidade de toxicidade devido a inibição de alvos homólogos a ele em humanos 

A disponibilidade de informações sobre a estrutura do alvo 
Fonte: Adaptado de Field et al. (2017). 

 
 

Várias moléculas vêm sendo exploradas em programas de química medicinal com 

a aplicação de métodos de planejamento de fármacos baseados na estrutura do receptor e 

na estrutura do ligante (VERMELHO; RODRIGUES; SUPURAN, 2019). Alvos 

importantes de T. cruzi dentro da busca por novas abordagens terapêuticas para a doença 

de Chagas são principalmente enzimas como trans-sialidase, nitrorredutase tipo 1 (NTR), 

esqualeno sintase (ES), 14-alfa demetilase (CYP51), tripanotiona redutase (TR) e a 

cruzaína (BERMUDEZ et al., 2016; CRISTOVÃO-SILVA et al., 2019; SAN 

FRANCISCO et al., 2017; SCARIM et al., 2018; VILLALTA; RACHAKONDA, 2019). 

 
2.10.1 Trans-sialidase 

 
 

A trans-sialidase é uma enzima ausente em células de mamíferos e envolvida na 

evasão do parasito ao sistema imune, mais especificamente ao sistema complemento, bem 

como na adesão e invasão às células do hospedeiro (RUBIN-DE-CELIS et al., 2006; 

RUBIN-DE-CELIS; SCHENKMAN, 2012). No estudo de Campo et al. (2012) foram 

investigados neoglicoconjugados sialilmiméticos, onde o composto 1,2,3-triazol 

conjugado ao ácido siálico-6-O-galactose se destacou com relação a sua atividade. A 

conjugação de análogos do lactitol com polietileno glicol também se mostrou eficaz em 

inibir a enzima em estudos in vitro (GIORGI et al., 2012). Mais recentemente, uma 

triagem em base de dados com mais de 4 milhões de compostos encontrou duas 

moléculas, ZINC13359679 e ZINC02576132, como candidatos mais promissores a 

inibidores dessa enzima (MILLER; ROITBERG, 2013). 

 
2.10.2 Nitrorredutase tipo 1 (NTR) 

 
 

A NTR é uma enzima envolvida na ativação de compostos nitro-heterocíclicos, 

como o Benzonidazol e o Nifurtimox utilizados no tratamento da doença de Chagas 
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(WILKINSON et al., 2008). Estudos recentes mostraram o potencial tanto in vitro quanto 

in vivo, incluindo estudos de absorção, distribução, metabolismo, excreção (ADME), de 

inibidores dessa enzima (PAPADOPOULOU et al., 2013, 2015, 2016). Corroborando 

com essa ideia, o estudo de Moraes et al. (2014) demonstrou que inibidores da NTR se 

mostraram mais efetivos que inibidores da síntese de ergosterol em testes utilizando 

amastigotas de representantes de cada DTU. 

 
2.10.3 Enzimas envolvidas na síntese do ergosterol 

 
 

As enzimas esqualeno sintase (ES), lanosterol 14 α-desmetilase (CYP51), 

esqualeno epoxidase, oxidosqualeno ciclase e esterol 24-C-metiltransferase são as 

principais enzimas pesquisadas para que haja inibição na via do ergosterol (VILLALTA; 

RACHAKONDA, 2019). Nesta revisão, focaremos nas duas primeiras. 

O ergosterol é um esterol de membrana essencial em muitos tripanossomatídeos 

e tem o mesmo papel estrutural que o colesterol em humanos. Leveduras e fungos também 

produzem necessitam do ergosterol e o produzem e os fármacos azólicos foram 

originalmente desenvolvidos como antifúngicos (SANT et al., 2016), mas posteriormente 

foram relatados como tendo atividade potente contra T. cruzi. Desde então tem sido 

desenvolvido esforços para o reposicionamento destes fármacos para a doença de Chagas 

(RIVERO; ROMANO, 2016; REIGADA et al., 2019). 

A enzima ES é responsável por catalisar o primeiro passo para a biossíntese de 

esteróis, quem consiste em condensar duas moléculas de difosfato de farnesil para 

produzir esqualeno. Essa enzima foi primeiro citada como um potencial alvo para a 

doença por Urbina e colaboradores (2002). Desde então, alguns inibidores desta enzima 

vêm sendo relatados como promissores para a doença de Chagas. O composto WC-9, 

inicialmente planejado por Urbina e colaboradores (2003), é o inibidor desse alvo mais 

promissor, o qual demonstrou atividade em escala nanomolar para a forma amastigota de 

T. cruzi (RODRIGUEZ, 2016). A partir desse composto, foram sintetizados diferentes 

análogos que também têm demonstrado boa atividade anti-T. cruzi com grande afinidade 

pela enzima em estudos de docking (CHAO et al., 2017, 2019). 

Outra enzima envolvida na cadeia de reações necessárias à síntese do ergosterol é 

a CYP51. Essa enzima é considerada essencial para esse processo, devido a isso sua 

inibição possui grande importância como alvo terapêutico (LEPESHEVA; VILLALTA; 

WATERMAN, 2011). 
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Como todas as enzimas do grupo dos citocromos P450, ela contém um 

grupamento heme como cofator (protoporfirina IX). Algumas classes de compostos 

demonstram inibir essa enzima, a principal delas são os derivados azólicos como 

posaconazol e o E1244 (pró-droga do ravuconazol), ambos chegaram a fase de ensaios 

clínicos (SALOMÃO; DE CASTRO, 2017; URBINA, 2015). O posoconazol foi testado 

em dois ensaios clínicos importantes com pacientes crônicos, o STOPCHAGAS e o 

CHAGASAZOL. No entanto, nenhum desses derivados demonstrou manter uma resposta 

antiparasitária com o tempo, indicando eficácia insuficiente como monoterapia 

(MOLINA et al., 2014; MORILLO et al., 2017; TORRICO et al., 2018). Além deles, os 

compostos VNI e VNF, dois imidazóis inibiram in vitro completamente a atividade da 

enzima, além de não afetar a atividade da enzima homóloga humana, baixa toxicidade e 

matar 99% de amastigotas na concentração de 1 µM (LEPESHEVA et al., 2010a, b). 

 
2.10.4 Tripanotiona redutase (TR) 

 
 

A enzima TR participa de um sistema essencial, junto com a enzima tripanotiona 

sintase, para a sobrevivência do parasito (FLOHÉ, 2012). Ela catalisa a redução do 

dissulfeto de tripanotiona em tripanotiona e esta reação depende de NADPH, mantendo 

o equilíbrio redox intracelular e com um papel antioxidante, defendendo o parasito do 

estresse oxidativo (KRIEGER et al., 2000). 

Alguns compostos testados para esta enzima têm origem do reposicionamento de 

fármacos (drug repositioning ou drug repurposing). Alguns exemplos são a tioridazina 

(neuroléptico) e a clomipramina (antidepressivo). Ambos demonstraram ser inibidores 

irreversível da TR, com atividade antichagásica em camundongos infectados com a 

doença de Chagas, reduzindo as taxas de mortalidade, alterações histológicas e 

eletrocardiográficas dos animais (FAURO et al., 2013; LO PRESTI et al., 2015). Além 

desses, outros compostos foram testados e levam à inibição de TR, são eles: 

clorpromazina, proclorperazina, triflupromazina, idatralina entre outros (VÁZQUEZ et 

al., 2017). 

Contudo, nenhum inibidor dessa enzima encontra-se em estudos clínicos para a 

doença de Chagas. 
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2.10.5 Cruzaína 
 
 

A cruzaína, também chamada cruzipaína, GP57/51 ou TCC, constitui a mais 

abundante proteína da família das cisteíno-proteases do T. cruzi e é a enzima-chave da 

replicação intracelular do parasito (ALVAREZ; NIEMIROWICZ; CAZZULO, 2012). 

Está presente em todas as formas evolutivas do parasito, tendo envolvimento também no 

escape ao sistema imune do hospedeiro, representando um alvo molecular para o desenho 

de novos fármacos anti-parasitários que tem sido extensivamente descrito na literatura 

(DOYLE et al., 2011; MARTINEZ-MAYORGA et al., 2015). 

O inibidor mais conhecido e potente dessa enzima é o K777, da classe das vinil 

sulfonas, que demonstrou atividade anti-chagásica tanto in vitro quanto in vivo (BARR et 

al., 2005; DOYLE et al., 2007; ENGEL et al., 1998). Estudos pré-clínicos de segurança 

e toxicologia foram iniciados para concluir a avaliação clínica do composto, no entanto 

foram interrompidos, pois verificou-se a baixa tolerabilidade em primatas e cães (DNDi, 

2014). 

Entretanto, não só ensaios de alvos específicos são utilizados na busca por um 

fármaco. Esses estudos muitas vezes são aliados a estudos fenotípicos (CHATELAIN; 

IOSET, 2018). Sendo assim, os compostos deste trabalho foram sendo investigados in 

silico com relação às suas afinidades por diferentes alvos de T. cruzi, bem como alvos de 

toxicidade e imunológicos. Também foram utilizados bancos de dados e ferramentas 

computacionais para acessar características de toxicidade, farmacocinética e 

farmacodinâmica dos compostos. Além disso, foram avaliados in vitro quanto à ação anti- 

T. cruzi; à citotoxicidade; à capacidade imunomoduladora; e com relação ao perfil de 

morte celular induzido por eles. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

3.1 ESTUDOS IN SILICO 
 
 

3.1.1 Definição de características de Absorção, distribuição, metabolismo e excreção 

(ADME) 

 
A ferramenta online SwissADME (http://www.swissadme.ch/) foi utilizada para 

avaliar as características de ADME dos compostos. A mesma oferece acesso gratuito a 

um conjunto de modelos preditivos rápidos, porém robustos, para propriedades físico- 

químicas, farmacocinética e semelhança a fármacos ou druglikeness (DAINA; 

MICHIELIN; ZOETE, 2017). Essa plataforma fornece dados sobre a violação de 5 

métricas comumente utilizadas pela indústria farmacêutica: Lipinski, Ghose, Veber, Egan 

e Muegge. 

A regra de Lipinski é também chamada de regra dos cinco, que estabelece que é 

recomendável que moléculas com maior potencial de se tornarem fármacos tenham as 

seguintes características: coeficiente de partição (logP) maior ou igual a 5, massa 

molecular menor ou igual a 500, aceitadores de ligação de hidrogênio menor ou igual a 

10 e doadores de ligação de hidrogênio menor ou igual a 5 (LIPINSKI et al., 1997). A 

regra de Ghose define que a molécula deve ter peso molecular de 160Da a 480Da, o logP 

deve ser entre -0,4 a 5,6 e o número total de átomos do composto deve ser de 20 a 70 

(GHOSE et al., 1999). A regra de Veber sugere que o composto deve possuir ligações 

com rotação em número menor ou igual a 10 e a área de superfície polar (Polar surface 

area, PSA) deve ser menor ou igual a 140Å² (VEBER et al., 2002). Já Egan leva em 

consideração que os valores de logP devem estar na faixa entre −1 e 5,8 e e a PSA ≤ 130 

Å2 (EGAN et al., 2000). Por último, a regra de Muegge indica que o composto deve 

apresentar massa molar entre 200 a 600 g/mol, o logP deve ser menor ou igual a 5, o 

número de aceitadores de ligação de hidrogênio deve ser menor ou igual a 10, o número 

de doadores de ligação de hidrogênio deve ser menor ou igual a 5, o número de ligações 

com rotação deve ser menor ou igual a 15 e a PSA deve ser menor ou igual a 150 Å2 

(MUEGGE et al., 2001). 

http://www.swissadme.ch/)
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3.1.2 Predição de alvos 
 
 

Foi utilizada a ferramenta online ProTox-II para verificar as características de 

toxicidade dos compostos (BANERJEE et al., 2018). Para se encontrar possíveis alvos 

biológicos em que os compostos possam atuar, foi utilizada a ferramenta online Similarity 

Ensemble Approach (SEA, Abordagem por Conjunto de Similaridade) (KEISER et al., 

2007). 

 
3.1.3 Docking molecular 

 
 

As estruturas de todos os compostos foram desenhadas utilizando-se o programa 

SPARTAN 08' (Wavefunction, Inc.) e a otimização de cada estrutura foi realizada 

utilizando o método RM1 (ROCHA et al., 2006), disponível como parte do programa 

SPARTAN 08’, usando as configurações padrão para o critério de convergência. Os 

cálculos de docking molecular foram realizados utilizando alvos obtidos no Protein Data 

Bank (http://www.rcsb.org), os quais estão descritos no quadro 7. 

 
Quadro 7 – Componentes utilizados para cálculo do docking molecular. 

 

Alvo Código (PDB) Resíduos flexíveis 
Cruzaína 3IUT CYS25, TRP26, ASP60, SER64, LEU67, MET68, ASN70, MET160, ASP161 e LYS162 

14-alfa demetilase 3K1O TYR103, MET106, PHE110, TYR116, PHE290, THR295, LEU356, MET358, MET360 E 
MET460 

Esqualeno sintase 3WCA SER44, PHE45, TYR64, VAL167, LEU175, LEU203, GLN204, ASN207, TYR270 e 
PHE282 

Tripanotiona redutase 4NEW LEU18, GLU19, TRP22, THR26, ASN106, ILE107, SER110, TYR111, MET114 e 
LEU121 

MAOA 2ZX5 ILE180, ASN181, PHE208, GLN215, ILE335, PHE352, TYR444 
MAOB 2V5Z PHE103, LEU171, CYS172, ILE199, GLN206, ILE316, TYR326, TYR398, TYR435 
TLR2 3A79 PHE266, PHE284, LEU317, ILE319, PHE325, LEU328, VAL343, PHE349 
TLR4 3FXI ARG264, ASP294, TYR296, LYS341, LYS362, GLN436, PHE440, LEU444, PHE463 
TNFR 1EXT SER74, CYS76, ARG77, VAL95, CYS96, TYR106, GLU109, ASN110, LEU111, 

PHE112 
IFNGR 1FG9 TYR49, ASN53, SER54, ASN79, LYS98, GLU101, ARG106, HIS205, TRP207 
IL2R 2ERJ ARG36, LYS38, SER39, SER41, LEU42, TYR43, LEU45, ASN57 
IL4R 3BPL TYR13, ASP66, ASP67, SER70, ASP72, ASP125, TYR127, TYR183 
IL6R 1P9M LEU108, GLU163, SER228, PHE229, TYR230, GLU277, PHE279 

IL10R 1J7V TYR43, ARG76, ARG96, PHE143, SER190, ARG191, 
IL17Ra 4HSA THR25, LEU27, TRP31, LEU86, LEU88, ASN89, ASN91, GLU92, LYS135 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
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3.1.3.1 Gold 
 
 

O programa GOLD 5.7.2 (Cambridge Crystallographic Data Centre, UK) foi 

utilizado para realizar os cálculos de docking molecular, utilizando a função de pontuação 

ChemPLP. Para se levar em consideração os graus de liberdade do receptor, com o intuito 

de simular melhor o ajuste induzido (induced fit), os aminoácidos descritos no quadro 7 

foram tratados como flexíveis durante o cálculo, utilizando-se a estratégia da “biblioteca 

de confórmeros” do programa GOLD. 

Posteriormente, o programa BINANA (DURRANT; MCCAMMON, 2011) foi 

utilizado para analisar as interações intermoleculares das soluções de docking, utilizando- 

se os parâmetros padrão. As figuras foram geradas utilizando-se o programa Pymol 

(DELANO, 2002). 

 
3.1.3.2 AutoDock Vina 

 
 

Para gerar os arquivos com as estruturas dos ligantes no formato necessário 

(PDBQT) para executar o programa AutoDock Vina (TROTT e OLSON, 2010), foi 

utilizado o script prepare_ligand4.py, em Python, disponível na ferramenta MGLTools 

(SANNER et al., 1999; MORRIS et al., 2009). Os arquivos dos alvos também precisaram 

estar no formato PDBQT e para isso foi utilizado o script prepare_receptor4.py, 

igualmente disponível na ferramenta MGLTools (SANNER et al., 1999; MORRIS et al., 

2009). Para a execução do programa AutoDock Vina, foram necessários apenas os 

arquivos das estruturas (ligantes e alvos) e um arquivo de configuração – config.txt. O 

arquivo de configuração continha todas as informações necessárias para o cálculo, dentre 

elas o ponto central para guiar o programa no espaço de busca, que foi definido para cada 

alvo (quadro 8). Este ponto coincidiu com o centro do ligante co-cristalizado para cada 

alvo. Foi utilizado um parâmetro exhaustiveness com valor de 64 para a realização de um 

cálculo mais robusto e preciso. Este parâmetro determina o número de buscas pela melhor 

solução de docking. Os resultados gerados pelo Autodock Vina são fornecidos em 

kcal/mol. Quanto menor a energia de ligação, maior a finidade predita pelo alvo. 
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Quadro 8 – Coordenadas utilizadas para definir o ponto central do cálculo de docking no programa 

AutoDock Vina. 

Alvo Coordenadas 
MAOA X = 41,126; Y = 26,795; Z = -15,023 
MAOB X = 51,713; Y = 156,183; Z = 28,029 
TLR2 X = 16,38; Y = -39,753; Z = 35,412 
TLR4 X = 27,581; Y = -13,54; Z = 15,679 
TNFR X = 0,182; Y = 27,329; Z = -6,873 
IFNGR X = 30,945; Y = 4,317; Z = -4,195 
IL2R X = 26,165; Y = 21,314; Z = -4,686 
IL4R X = 26,443; Y = -12,127; Z = -28,992 
IL6R X = -44,609; Y = 187,098; Z = 41,197 

IL10R X = 16,266; Y = 11,177; Z = 4,82 
IL17Ra X = -53,358; Y = 50,419; Z = -33,025 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
 
 

3.2 ESTUDOS IN VITRO 
 
 

3.2.1 Compostos 
 
 

Os treze compostos testados (JM-11, -13, -14 e -15 e LIZ-311, -321, -331, -411, - 

421, -431, -511, -521, -531) foram sintetizados em colaboração com o Laboratório de 

Planejamento e Síntese em Química Medicinal (LpQM) do Departamento de Ciências 

Farmacêuticas da UFPE. As moléculas foram armazenadas a -20 ºC até o momento dos 

ensaios na concentração estoque de 10 mg/mL. A estrutura geral dos compostos LIZ e 

JM está descrita na figura 10, enquanto seus substituintes e pesos moleculares estão 

descritos no quadro 9. 

A estrutura geral dos compostos LIZ e JM está descrita na figura 9, enquanto seus 

substituintes e pesos moleculares estão descritos no quadro 9. 

 
Figura 9 – Estrutura geral dos compostos LIZ e JM, respectivamente. 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) Estrutura geral dos compostos LIZ e (B) dos compostos JM. 
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Quadro 9 – Substituintes e pesos moleculares dos compostos LIZ. 
 

Compostos R1 R2 R3 R4 R5 PM 
(g/mol) 

JM-11 H Cl Cl 4-Metil-3- 
tiossemicarbazida 

2- 
Bromoacetofenona 

468,40 

JM-13 Br H H Tiossemicarbazida 2-Bromo 2 
acetonaftona 

514,44 

JM-14 Br H H 4-Metil-3- 
tiossemicarbazida 

2- 
bromoacetofenona 

478,40 

JM-15 Br H H 4-Fenil- 
tiossemicarbazida 

2- 
Bromoacetofenona 

540,47 

LIZ-311 H 3-Metoxifenol 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromoacetofenona - 570,50 

LIZ-321 H 3-Metoxifenol 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromo-4’- 
fluoracetofenona 

- 588,49 

LIZ-331 H 3-Metoxifenol 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromo- 
4’metoxiacetofenona 

- 600,53 

LIZ-411 F Cl 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromoacetofenona - 592,91 

LIZ-421 F Cl 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromo-4’- 
fluoracetofenona 

- 610,90 

LIZ-431 F Cl 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromo- 
4’metoxiacetofenona. 

- 622,93 

LIZ-511 Cl Cl 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromoacetofenona - 609,36 

LIZ-521 Cl Cl 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromo-4’- 
fluoracetofenona 

- 627,35 

LIZ-531 Cl Cl 4- 
feniltiossemicarbazida 

2-bromo- 
4’metoxiacetofenona 

- 639,39 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
 
 

A estereoquímica (E ou Z, EE ou ZZ) das moléculas não era conhecida 

experimentalmente, o que levou à necessidade de se fazer a modelagem molecular de 

todas as possíveis combinações de isômeros, pois isto afetaria o modo de ligação das 

moléculas com os alvos biológicos. 

 
3.2.2 Animais 

 
 

Os animais utilizados para obtenção de células esplênicas foram camundongos 

Mus musculus das linhagens isogênicas BALB/c, machos, com 6-8 semanas de idade, 

pesando 20 ± 2 g e provenientes do biotério da Fundação Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, 

Pernambuco. O protocolo de experimentação animal utilizado no presente trabalho foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) do Instituto Aggeu 

Magalhães (IAM/FIOCRUZ-PE), com número 102/2016 (Anexo A). 
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3.2.3 Análise de citotoxicidade 
 
 

3.2.3.1 Obtenção de esplenócitos e avaliação da atividade citotóxica dos compostos frente 

a células esplênicas. 

 
Após sacrifício do animal em câmara de CO2, removeu-se o baço de 5 

camundongos em condições assépticas e colocou-se em tubo contendo meio Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma-Aldrich) +1% de antibiótico (incompleto). No 

fluxo vertical, transferiu-se cada baço para placa de Petri onde foram macerados 

utilizando a parte fosca de lâminas de microscopia. As suspensões celulares foram 

transferidas para tubos contendo aproximadamente 10 mL de meio RPMI de antibiótico 

por baço, centrifugadas 400 x g durante cinco minutos. O sedimento (contendo as células) 

foi ressuspenso em meio RPMI+1% de antibiótico+10% de soro fetal bovino (SFB). Uma 

alíquota da suspensão celular foi corada com azul de trypan para ser quantificada e 

verificada a viabilidade celular em câmara de Neubauer. 

As células esplênicas (6x106 células/mL) de camundongos BALB/c foram 

cultivadas em placas de 96 poços contendo meio RPMI completo. Para o ensaio de 

citotoxicidade, as células foram incubadas com os compostos em diferentes 

concentrações (3,13; 6,25; 12; 25; 50; 100 µg/mL) durante 24h em estufa de CO2 a 37°C. 

Após esse período, foi adicionado o 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) na concentração de 5 mg/mL em tampão fosfato 

salino (phosphate buffered saline, PBS), seguido de nova incubação por 6h. 

Posteriormente, as células foram centrifugadas (3.000 RPM, 10 min), adicionado 100 µl 

de dimetilsulfóxido (DMSO) em cada poço para dissolução dos cristais de formazan e a 

absorbância foi lida a 570 nm em leitor de ELISA. Cada composto foi testado em 

duplicata. O controle negativo da reação foi obtido em poços contendo apenas meio de 

cultura e células (sem tratamento). Também foi avaliada a atividade da droga de 

referência benzonidazol. A partir dos valores de inibição da cultura, foi obtida a 

concentração citotóxica para 50% das células (CC50). 
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3.2.3.2 Avaliação da atividade citotóxica em linhagens hepática, fibroblásticas e 

macrofágicas 

 
As células (105 células/mL) foram semeadas em placas de 96 poços contendo meio 

RPMI completo em atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC por 24h. Posteriormente, foram 

adicionados os compostos em diferentes concentrações (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 

µg/mL), sendo novamente incubados durante 48h. Cada composto foi testado em 

duplicata. Após esse período, foi adicionado MTT (5 mg/mL em PBS), seguido de nova 

incubação por 2h. Foi acrescentado DMSO para dissolução dos cristais de formazan e a 

absorbância foi lida a 570 nm. O controle negativo da reação foi obtido em poços 

contendo apenas meio de cultura e células (sem tratamento). Também foi avaliada a 

atividade da droga de referência benzonidazol. A partir dos valores de inibição da cultura, 

foi obtida a CC50. 

 
3.2.4 Avaliação da atividade tripanocida dos compostos 

 
 

3.2.4.1 Epimastigotas 
 
 

Para determinar o efeito antiproliferativo para formas epimastigotas da cepa 

DM28c (106 parasitos/mL), mantidas em meio LIT+1% de antibiótico+20% de SFB, 

foram semeadas em placas de 96 poços a 27 ºC, juntamente com diferentes concentrações 

dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 µg/mL) por 96h. Testou-se cada composto em 

duplicata. O controle negativo da reação foi poços sem tratamento e a droga de referência 

utilizada como controle positivo foi o benzonidazol. Determinou-se a viabilidade 

parasitária por contagem direta em câmara de Neubauer e, a partir desses valores, obteve- 

se a IC50 (concentração que inibe o crescimento de 50% de parasitos). 

 
3.2.4.2 Tripomastigotas 

 
 

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infecção in vitro (107 

parasitos) da linhagem de células L929, após estas obterem confluência em cultura. Para 

determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas da cepa Y (4x106 

parasitos/mL), mantidas em meio RPMI+1% de antibiótico+5% de SFB, foram semeadas 

em placas de 96 poços a 37ºC, juntamente com diferentes concentrações dos compostos 
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(0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 µg/mL) por 24h a atmosfera de 5% de CO2. Testou-se cada 

composto em duplicata. Obteve-se como controle negativo da reação poços sem 

tratamento e a droga de referência utilizada como controle positivo foi o benzonidazol. 

Determinou-se a viabilidade parasitária por contagem direta em câmara de Neubauer e, a 

partir desses valores, obteve-se a IC50. 

 
3.2.4.3 Amastigotas 

 
 

O ensaio da beta-galactosidase, desenvolvido por Buckner e colaboradores 

(1996), com modificações (ROMANHA et al., 2010) foi utilizado para avaliar a forma 

amastigota de T. cruzi. Este ensaio colorimétrico utiliza a cepa Tulahuen de T. cruzi que 

expressa o gene da beta-galactosidase de Escherichia coli. Os compostos foram testados 

nas concentrações de 20; 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,63 µg/mL e a partir porcentagem de inibição 

do crescimento parasitário, obteve-se a IC50. 

 
3.2.5 Dosagem de óxido nítrico (ON) em sobrenadante de cultura de macrófagos 

 
 

A linhagem de macrófago J774 foi mantida e expandida em meio RPMI completo, 

em condições axênicas até momento dos testes. As células foram plaqueadas (105 

células/mL) em placas de 96 poços e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2, durante 

2h. Após esse período, as culturas foram lavadas com meio de cultura, removendo-se as 

células não aderentes. Em seguida, as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de 

CO2 na presença de diferentes concentrações dos compostos (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 

µg/mL). Também foram feitos poços com lipopolissacarídeo (LPS–100 ng/mL), poços 

sem tratamento e a droga de referência foi o benzonidazol. Após 48h, foi transferido 50 

µl do sobrenadante de cada poço para placas de 96 poços e igual volume do reagente de 

Griess (solução de sulfanilamida 1% e dihidrocloretonaftiletileno diamina 0,1% em 

H3PO4 a 0,3 M) foi adicionado para avaliar a quantidade de ON. A leitura foi realizada 

em espectrofotômetro a 540 nm e a concentração de ON foi determinada comparando-se 

a absorbância das amostras com uma curva padrão preparada com nitrito de sódio. Foi 

determinado o percentual de produção de ON de cada composto comparando-se os 

resultados das absorbâncias com os das culturas não tratadas com os compostos. 
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3.2.6 Obtenção de sobrenadante de cultura de células esplênicas 
 
 

Os baços foram processados como descrito no item 5.2.3.1. As suspensões de 

células esplênicas foram depositadas em placas de 24 poços (106 células/mL), em 

duplicata. As células foram tratadas com 1x, 2x e 4x a IC50 (tripomastigotas e 

amastigotas) dos diferentes compostos de acordo com protocolo estabelecido e as placas 

mantidas em estufa à 37 ºC, 5% de CO2 durante 24, 48, 72h e 6 dias (tempo padronizado 

mediante ensaio cinético prévio). A droga de referência foi o benzonidazol e utilizou-se 

como controle de estimulação a concanavalina A (ConA), e o controle sem tratamento foi 

denominado de basal. Após o tempo de incubação, centrifugaram-se as placas (400 x g 

por 10 min, a temperatura ambiente.) e os sobrenadantes de cultura foram coletados e 

estocados a -20ºC para posterior utilização na dosagem de citocinas por citometria de 

fluxo. 

 
3.2.7 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo 

 
 

As citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A foram mensuradas 

em sobrenadante de cultura de esplenócitos murinos tratados ou não com os compostos. 

Foi utilizado o kit CBA mouse Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead Array CBA, 

Catálogo #560485, BD Bioscience, San Jose, CA) segundo recomendações do fabricante. 

Os limites de detecção das citocinas, segundo o fabricante, são: IL-2- 0,1 pg/mL; IL-4- 

0,03 pg/mL; IL-6- 1,4 pg/mL; IL-10- 16,8 pg/mL; TNF-α - 0,9 pg/mL; IFN-γ- 0,5 pg/mL; 

IL-17A- 0,8 pg/mL A aquisição dos dados foi feita através do citômetro FACSCalibur 

(BD Bioscience) e as análises através do software FCAP Array v3 (Soft Flow Inc). 

 
3.2.8 Avaliação de morte celular 

 
 

Os tripomastigotas (4x106 células/mL) foram tratadas com a concentração 

referente à IC50 (1x e 2x). O controle negativo para todos os ensaios de morte celular 

foram células não tratadas e a droga de referência foi o Benzonidazol. 
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3.2.8.1 Anexina V-7-aminoactinomicina D (AV-7AAD) 
 
 

As formas tripomastigotas foram incubadas por 24h na presença de 1x e 2x a IC50 

dos compostos para essa forma evolutiva, à atmosfera de 5% de CO2 e 37 ºC. Após a 

incubação com os compostos, foram marcados com 7-aminoactinomicina D (7-AAD) e 

anexina V (AV) utilizando o kit de detecção de apoptose de AV-FITC (Ebioscience, San 

Diego, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. O experimento foi realizado 

utilizando um citômetro de fluxo BD FACSCalibur (Becton-Dickinson, San José, EUA), 

adquirindo-se 20.000 eventos da região parasitária, utilizando o canal FL1-H para AV- 

FITC e o canal FL3-H para 7-AAD. Os dados foram analisados utilizando o software 

FlowJo® (Tree Star Inc ©, Ashland, EUA) e expressos como a percentagem de parasitos 

em cada quadrante (não marcadas, marcadas apenas com 7-AAD, marcadas apenas com 

AV ou marcadas com ambos) em comparação com o número total de células analisadas. 

 
3.2.8.2 Calceína/homodímero de etídio 

 
 

A viabilidade parasitária também foi avaliada pela função de esterase celular e 

integridade da membrana utilizando-se o kit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity 

(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) seguindo as recomendações do fabricante. As 

células parasitárias controle (não tratadas) e tratadas foram coletadas por centrifugação 

após 24 horas de incubação e ressuspensas em 0,5 mL de PBS contendo 0,1 µM de 

calceína e 8 µM de homodímero de etídio. As amostras foram incubadas por 30 minutos 

em temperatura ambiente e imediatamente analisadas por citometria de fluxo nos canais 

FL1-H para calceína e FL3-H para o homodímero de etídio. As leituras foram feitas em 

citômetro de fluxo. O controle positivo foi o mesmo já mencionado. 

 
3.2.8.3 Avaliação de compartimentos ácidos celulares e potencial de membrana 

mitocondrial 

 
Os tripomastigotas (4x106 células/mL) foram tratados com a IC50 e incubadas a 

37º, 5% CO2 por 24h. As células tratadas e não tratadas foram lavadas e ressuspensas em 

0,5 mL de PBS com 10 µg/mL de Rodamina 123 (Rho 123, Sigma-Aldrich, St Louis, 

EUA) ou 10 µg/mL de laranja de acridina (LA, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) por 20 

minutos. Após isto, os parasitos foram lavados em PBS e imediatamente analisados por 
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citometria de fluxo, e as intensidades de fluorescência para LA (compartimentos ácidos) 

e Rho 123 (potencial da membrana mitocondrial) foram quantificadas. O controle 

positivo foi a saponina (0,1%). Foram adquiridos 20.000 eventos. Alterações nas 

intensidades de fluorescência de rodamina ou laranja de acridina foram quantificadas pelo 

índice de variação (IV) obtido pela equação: IV= (MT-MC) / MC, onde MT é a mediana 

de fluorescência para parasitos tratados e MC é a média do controle não tratado e 

marcado. 

 
3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

A análise estatística foi realizada empregando-se testes não paramétricos. Foi feito 

teste de regressão linear simples para obtenção da CC50 e da IC50. A análise para medir a 

variabilidade entre o grupo tratado foi o teste Wilcoxon; e entre grupos tratado e controle, 

o teste Mann-Whitney. Todas as conclusões foram tomadas ao nível de significância de 

5%. 
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4 RESULTADOS 
 
 

4.1 ESTUDOS IN SILICO 
 
 

4.1.1 Definição de características de Absorção, distribuição, metabolismo e excreção 

(ADME) 

 
Após as estruturas dos compostos serem fornecidas ao SwissADME, alguns 

parâmetros de absorção, distribuição e excreção foram calculados para cada molécula. 

Com relação à solubilidade em água, a plataforma gera diferentes dados, um deles é a 

classificação de solubilidade em água por dois diferentes métodos: Estimated Solubility 

(ESOL, Solubilidade estimada), Ali e IT (programa FILTER-IT). Com relação à classe 

ESOL, 100% dos compostos foram classificados como pouco solúveis. Já para a classe 

Ali, 53,85% dos compostos foram pouco solúveis, enquanto que 46,15% foram 

insolúveis. Na classificação IT, 15,38% foram pouco solúveis e 84,62% dos compostos 

foram insolúveis. No geral, em todos os tipos de classificação os compostos são pouco 

solúveis ou insolúveis em água (quadro 10). 

 
Quadro 10 – Dados in silico de parâmetros de solubilidade em água de novos compostos fenoxi- 

hidrazino-tiazóis. 

Composto Classe ESOL Classe Ali Classe IT 
JM-11 Pouco solúvel Pouco solúvel Pouco solúvel 
JM-13 Pouco solúvel Pouco solúvel Insolúvel 
JM-14 Pouco solúvel Pouco solúvel Pouco solúvel 
JM-15 Pouco solúvel Pouco solúvel Insolúvel 

LIZ-311 Pouco solúvel Pouco solúvel Insolúvel 
LIZ-321 Pouco solúvel Pouco solúvel Insolúvel 
LIZ-331 Pouco solúvel Pouco solúvel Insolúvel 
LIZ-411 Pouco solúvel Insolúvel Insolúvel 
LIZ-421 Pouco solúvel Insolúvel Insolúvel 
LIZ-431 Pouco solúvel Insolúvel Insolúvel 
LIZ-511 Pouco solúvel Insolúvel Insolúvel 
LIZ-521 Pouco solúvel Insolúvel Insolúvel 
LIZ-531 Pouco solúvel Insolúvel Insolúvel 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
 
 

Além disso, também são gerados dados sobre a lipofilicidade dos compostos. Para 

isso, o SwissADME utiliza diferentes programas (iLogP, XLogP, WLogP, MLogP) para 
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obter os coeficientes de partição (LogP), além de calcular a média de todos esses dados 

em um LogP consenso (Consensus LogP). Ao observar o gráfico 1, é possível inferir que 

os valores de XLogP e WLogP são mais semelhantes entre si, ocorrendo o mesmo entre 

iLogP e MLogP. O LogP consenso de todos os compostos ficou entre 5 e 8, tendo JM-14 

o menor valor (5,75) e LIZ-521 o maior valor (8,16). Ou seja, JM-14 é o composto menos 

lipofílico enquanto LIZ-521 é o composto mais lipofílico. 

 
Gráfico 1 – Dados in silico de lipofilicidade (iLogP, XLogP, WLogP, MLogP e Consensus LogP) de 

novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: iLogP, XLogP, WLogP, MLogP = programas utilizados para o cálculo de LogP; Consensus 

LogP = valor de LogP que normaliza todos os valores obtidos nos diferentes programas. 

 

Na avaliação de farmacocinética são gerados dados sobre absorção pelo trato 

gastrointestinal (TGI), permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE), se são 

substratos da glicoproteína P (P-gP), inibição de diferentes enzimas do citocromo P450 

(denominadas CYP) entre outros. Quanto à absorção pelo TGI, com exceção de JM-11 e 

JM-14 que têm alta absorção predita, a maioria dos compostos (84,62%) possui baixa 

absorção por essa via (quadro 11). Além disso, nenhum composto demonstrou 

permeabilidade pela BHE predita. 
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Quadro 11 – Dados in silico de parâmetros de farmacocinética (absorção pelo trato gastrointestinal e 

permeabilidade pela barreira hematoencefálica) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis. 

Composto Absorção (TGI) Permeabilidade (BHE) 
JM-11 Alta Não 
JM-13 Baixa Não 
JM-14 Alta Não 
JM-15 Baixa Não 

LIZ-311 Baixa Não 
LIZ-321 Baixa Não 
LIZ-331 Baixa Não 
LIZ-411 Baixa Não 
LIZ-421 Baixa Não 
LIZ-431 Baixa Não 
LIZ-511 Baixa Não 
LIZ-521 Baixa Não 
LIZ-531 Baixa Não 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: TGI = trato gastrointestinal, BHE = barreira hematoencefálica. 
 
 

No que diz respeito à possibilidade de os compostos serem substratos da P-gP, 

com exceção de JM-14, LIZ-311 e LIZ-331, a maioria destas moléculas (76,92%) pode 

ser substrato dessa proteína (quadro 12). 

 
Quadro 12 – Dados in silico de parâmetros de farmacocinética (substrato da glicoproteína P) de novos 

compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis. 

Composto Substrato (P-gP) 
JM-11 Sim 
JM-13 Sim 
JM-14 Não 
JM-15 Sim 

LIZ-311 Não 
LIZ-321 Sim 
LIZ-331 Não 
LIZ-411 Sim 
LIZ-421 Sim 
LIZ-431 Sim 
LIZ-511 Sim 
LIZ-521 Sim 
LIZ-531 Sim 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
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Legenda: P-gP = glicoproteína P. 
 
 

No que concerne à possibilidade de inibição das proteínas da superfamília do 

citocromo P450, a maioria dos compostos aparenta não inibir essas proteínas (quadro 13). 

 
Quadro 13 – Dados in silico de parâmetros de farmacocinética (inibição de proteínas da superfamília 

P450) pelo de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis. 

Composto CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 
JM-11 Não Sim Sim Não Sim 
JM-13 Não Sim Não Não Sim 
JM-14 Sim Sim Sim Não Sim 
JM-15 Não Sim Não Não Não 

LIZ-311 Não Sim Não Não Sim 
LIZ-321 Não Não Não Não Sim 
LIZ-331 Não Não Não Não Não 
LIZ-411 Não Sim Não Não Não 
LIZ-421 Não Não Não Não Sim 
LIZ-431 Não Não Não Não Sim 
LIZ-511 Não Não Não Não Não 
LIZ-521 Não Não Não Não Não 
LIZ-531 Não Não Não Não Não 

Porcentagem (inibição) 7,69% 46,15% 15,38% 0% 53,85% 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: CYP = denominação dada às proteínas da superfamília do citocromo P450. 
 
 

Outros dados gerados são as violações a algumas regras importantes na química 

medicinal, que indicam se um composto possui potencial uso como fármaco 

(druglikeness), por exemplo se pode ter uma boa biodisponibilidade oral (regra de 

Lipinski). As regras levadas em consideração na plataforma para gerar dados de 

druglikeness são: Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge (tabela 1). 

Com exceção de JM-11 e JM-14, que quebraram um critério da regra de Lipinksi 

(MLogP >4,15), a maioria dos compostos quebrou dois critérios (peso molecular >500 e 

MLogP >4,15). O MLogP, ou LogP de Moriguchi, é um parâmetro recente introduzido 

na regra de Lipinksi, onde se um composto possui LogP <5 ou MLogP <4,15 ele se 

adequa à regra. Também com exceção de JM-11 e JM-14, que quebraram apenas um 

critério da regra de Ghose (WLogP >5,6), a maioria dos compostos quebrou três critérios 

(peso molecular >480, WLogP >5.6, refratividade molar >130). Nenhum composto 

quebrou a regra de Veber e todos quebraram um critério da regra de Egan (WLogP >5,88). 
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Em relação à regra de Muegge, sete compostos quebraram um critério (XLogP3 >5) e 

seis quebraram dois critérios (peso molecular >600 e XLogP3 >5). Apenas dois 

compostos tiveram score de biodisponibilidade (SB) de 0,55. 

 
Tabela 1 – Dados in silico de parâmetros de druglikeness (quantidade de violações de importantes 

critérios em regras da química medicinal) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis. 

Composto Lipinski Ghose Veber Egan Muegge SB 
JM-11 1 1 0 1 1 0,55 
JM-13 2 3 0 1 1 0,17 
JM-14 1 1 0 1 1 0,55 
JM-15 2 3 0 1 1 0,17 

LIZ-311 2 3 0 1 1 0,17 
LIZ-321 2 3 0 1 1 0,17 
LIZ-331 2 3 0 1 2 0,17 
LIZ-411 2 3 0 1 1 0,17 
LIZ-421 2 3 0 1 2 0,17 
LIZ-431 2 3 0 1 2 0,17 
LIZ-511 2 3 0 1 2 0,17 
LIZ-521 2 3 0 1 2 0,17 
LIZ-531 2 3 0 1 2 0,17 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: SB = Score de biodisponibilidade. 
 
 

4.1.2 Predição de alvos para toxicidade 
 
 

Utilizando-se a base de dados Protox-II, foi possível buscar por possíveis alvos de 

toxicidade para as moléculas em estudo, além de possíveis características de toxicidade 

que elas podem demonstrar. Este procedimento in silico normalmente é baseado na 

similaridade química encontrada com os compostos que estão depositados nessa base de 

dados, e que já tem suas informações de toxicidade conhecidas experimentalmente. Ao 

fazer este cruzamento de informações entre as estruturas dos compostos e a base de dados, 

são obtidos dados preditos de: toxicidade aguda, como a Dose Letal para 50% dos animais 

(DL50) predita, a classificação de toxicidade (1 a 6, sendo 1 a mais tóxica e 6 a menos 

tóxica), média de similaridade e predição de acurácia (em porcentagem); toxicidade de 

órgãos (hepatotoxicidade); desfechos de toxicidade (carcinogenicidade, mutagenicidade, 

citotoxicidade e imunotoxicidade); vias toxicológicas e alvos de toxicidade. 

Com relação à porcentagem de similaridade, ela variou entre 36,98% (LIZ-321) e 

43,88% (JM-13) e a média dos 13 compostos foi de 38,34% (tabela 2). Já a predição de 
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acurácia variou de 23% (maioria dos compostos) a 54,23% (JM-13), com média de 

25,40%. Ou seja, o composto JM-13 é o que mais tem similaridade com os compostos da 

base de dados e melhor predição de toxicidade. Devido a possuir melhores valores de 

acurácia e predição de similaridade, o composto JM-13 foi o único em que foi possível 

encontrar um alvo predito de toxicidade, que foi a enzima monoamina oxidase A 

(MAOA) humana. 

 
Tabela 2 – Dados in silico de similaridade e predição de acurácia (em porcentagem) de novos compostos 

fenoxi-hidrazino-tiazóis. 
 

Composto Similaridade (%) Predição de acurácia (%) 
JM-11  37,48%  23% 
JM-13 43,88% 54,26% 
JM-14 38,93% 23% 
JM-15 38,85% 23% 

LIZ-311 38,16% 23% 
LIZ-321 36,98% 23% 
LIZ-331 38,22% 23% 
LIZ-411 37,28% 23% 
LIZ-421 37,04% 23% 
LIZ-431 37,28% 23% 
LIZ-511 38,44% 23% 
LIZ-521 37,37% 23% 
LIZ-531 38,48% 23% 
Média 38,34% 25,4% 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
 
 

Outro dado disponibilizado é a classificação predita de toxicidade. Na tabela 3 

estão descritos os resultados dessa classificação em que é possível verificar que a maior 

parte dos compostos foram denominados como classe 6, ou seja, não apresenta grande 

probabilidade de ser tóxico. 
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Tabela 3 – Classificação predita (in silico) de toxicidade (1 a 6) de novos compostos fenoxi-hidrazino- 

tiazóis. 
 

Composto Classificação de toxicidade 
JM-11 4 
JM-13 3 
JM-14 4 
JM-15 6 

LIZ-311 6 
LIZ-321 6 
LIZ-331 6 
LIZ-411 6 
LIZ-421 6 
LIZ-431 6 
LIZ-511 6 
LIZ-521 6 
LIZ-531 6 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
 

Além dos dados previamente expostos, é possível obter dados de predição 

desfechos de toxicidade de órgãos. A base de dados reúne esses dados em um campo 

denominado Relatório de Modelo de Toxicidade. À probabilidade de haver um 

determinado desfecho ou toxicidade orgânica, é atribuído um valor que varia de 0 a 1, em 

que 0 é improvável e 1 provável. No geral, valores de probabilidade acima de 0,7 são 

considerados fortemente ativos/inativos, ou seja, são resultados de predição mais seguros. 

Para facilitar a exposição dos dados, eles estão descritos de maneira numérica e 

classificados em ativos/inativos nesta seção. De acordo com este relatório relativo aos 

compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis, o provável desfecho de toxicidade é para células 

imunes, pois foi o único que teve resultados acima de 0,7 tanto para inatividade quanto 

para atividade (tabela 4) Dentro deste desfecho, a maioria dos compostos (JM-11, JM-14, 

JM-15, LIZ-411 e LIZ-511) é provavelmente atóxico para células imunes (inativos). Já 

LIZ-321, foi o único que o resultado foi “ativo” para esse tipo de célula (0,87). 
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Tabela 4 – Relatório de Modelo de Toxicidade (in silico) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis. 

Composto Hepatotoxicidade Carcinogenicidade Imunotoxicidade Mutagenicidade  Citotoxicidade 
JM-11 Inativo (0,53)  Inativo (0,62)  Inativo (0,97)  Ativo (0,5) Inativo (0,66) 
JM-13 Ativo (0,58) Inativo (0,56) Ativo (0,57) Ativo (0,57) Inativo (0,56) 
JM-14 Inativo (0,51) Inativo (0,59) Inativo (0,95) Ativo (0,51) Inativo (0,6) 
JM-15 Inativo (0,51) Inativo (0,58) Inativo (0,96) Inativo (0,5) Inativo (0,58) 

LIZ-311 Inativo (0,5) Inativo (0,58) Ativo (0,52) Inativo (0,51) Inativo (0,62) 
LIZ-321 Ativo (0,53) Inativo (0,59) Ativo (0,87) Inativo (0,5) Inativo (0,61) 
LIZ-331 Ativo (0,5) Inativo (0,58) Ativo (0,66) Inativo (0,52) Inativo (0,63) 
LIZ-411 Ativo (0,5) Inativo (0,6) Inativo (0,7) Inativo (0,51) Ativo (0,58) 
LIZ-421 Ativo (0,5) Inativo (0,6) Ativo (0,61) Inativo (0,51) Inativo (0,58) 
LIZ-431 Ativo (0,51) Inativo (0,61) Ativo (0,68) Ativo (0,5) Inativo (0,6) 
LIZ-511 Inativo (0,53) Inativo (0,6) Inativo (0,92) Inativo (0,51) Inativo (0,57) 
LIZ-521 Ativo (0,5) Inativo (0,6) Ativo (0,61) Inativo (0,51) Inativo (0,58) 
LIZ-531 Inativo (0,52) Inativo (0,61) Ativo (0,57) Inativo (0,5) Inativo (0,58) 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
 
 

4.1.3 Predição de alvos de Trypanosoma cruzi 
 
 

Para predição de alvos parasitários, foi utilizada a base de dados SEA. Não 

somente foram encontrados alvos de T. cruzi, como também foram encontrados alvos de 

diferentes organismos como humanos, bactérias, ratos entre outros. Com relação aos 

alvos que pertencem ao T. cruzi, o alvo que foi encontrado como potencial para os 

compostos foi a cruzaína, o qual foi apontado como provável alvo de JM-13 e LIZ-511. 

Os posicionamentos da cruzaína como possível alvo para esses compostos, foram 12º e 

primeiro, respectivamente. 

Vale salientar que na plataforma SEA, do primeiro ao quarto mais prováveis alvos 

para JM-13, aparecem as enzimas MAOA e B, o que corrobora com a plataforma ProTox- 

II. 

 
4.1.4 Docking molecular 

 
 

Os cálculos de docking transcorreram de maneira rápida, levando em média três 

horas por alvo. Além disso, não foram observadas nenhuma mensagem de erro ou alerta 

nos programas usados. Os resultados do programa GOLD são gerados em forma de 

scores. A função de score é a ChemPLP, a qual fornece as maiores taxas médias de 

sucesso para esse teste e, portanto, é a função de pontuação padrão no GOLD. Esses 
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valores são adimensionais, ou seja, não representam valores de energia. Quanto maior o 

score, maior a afinidade predita pelo alvo. 

Além da análise de valores de score, também foi feita a análise de interações entre 

os alvos e os compostos. As interações intermoleculares que o programa BINANA 

encontra são: contatos hidrofóbicos (forças não-covalentes do tipo apolares), ligações de 

hidrogênio (que ocorrem quando existe flúor, oxigênio ou nitrogênio como aceitadores 

como polo negativo, enquanto o hidrogênio ácido é o polo positivo), t-stacking (interação 

não covalente entre anéis aromáticos, em que o alinhamento dos anéis é semelhante à 

letra “T”), pi-stacking (interações não covalentes entre anéis aromáticos, geralmente um 

paralelo ao outro) e cátion-pi (interação não covalente entre a face de um anel aromático 

e um cátion adjacente). A figura 10 traz um fluxograma do docking realizado no presente 

trabalho. 

 
Figura 10 – Fluxograma do docking molecular de fenoxi-hidrazino-tiazóis. 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: PDB = Protein Data Bank. 

 

4.1.4.1 Trypanosoma cruzi 
 
 

A análise panorâmica dos resultados de docking para os alvos parasitários estão 

descritos no gráfico 2. A mediana é mostrada com uma linha horizontal dentro da caixa. 

Os valores mínimo e máximo são mostrados com linhas horizontais curtas (whiskers) 
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enquanto os valores que representam pontos fora da média (outliers) são mostrados como 

pontos escuros fora dos intervalos definidos pelos whiskers. 

Observando o gráfico 2, é possível verificar que os compostos demonstram maior 

afinidade pela enzima 14-alfa demetilase (CYP51), seguido por esqualeno sintase. Os 

valores de score de cruzaína e tripanotiona redutase foram bastante similares, com a 

diferença que, nos resultados da cruzaína houve 4 outliers (JM-11-EZ, JM-11-ZE, JM- 

11-ZZ e JM-14-EZ). Além disso, essa similidaridade de resultados demonstra que os 

compostos possuem afinidades muito semelhantes entre si para estes alvos. 

 
Gráfico 2 – Variação dos valores de score (ChemPLP) para cada alvo de Trypanosoma cruzi. 
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Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
 
 

Além da análise geral de scores, também é interessante fazer uma análise geral 

das interações intermoleculares. No gráfico 3, o primeiro set de resultados (barras) é 

relativo ao composto (e seu isômero) melhor ranqueado, enquanto o segundo é relativo 

ao pior ranqueado. É possível verificar que cruzaína e 14- alfa demetilase (CYP51) foram 

os alvos em que houve o maior número de interações. No geral, contato hidrofóbico foi a 

interação que melhor diferenciou o melhor ranqueado do pior ranqueado. 
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Gráfico 3 – Resumo das interações intermoleculares entre os compostos e os alvos de 

Trypanosoma cruzi. 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: CYP51 = 14-alfa demetilase. 

 

A seguir estão descritos os valores de score de cada ligante em cada alvo 

parasitário analisado, bem como suas interações intermoleculares de maneira mais 

descritiva. 

 
4.1.4.1.1 Cruzaína 

 
 

Ao observar os valores de score (ChemPLP) das soluções de docking dos 

compostos JM e LIZ (tabela 5), percebe-se que os compostos em sua conformação ZE 

possuem uma maior afinidade predita pelo sítio de ligação da enzima cruzaína, quando 

comparado com os outros isômeros. Por questão de estrutura da tabela e para a melhor 

compreensão dos resultados, colocamos os resultados dos isômeros E e Z do composto 

JM-13 na coluna de EE e ZZ, respectivamente, em todos os resultados referente ao 

docking desse composto. 
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Tabela 5 – Valores de score (ChemPLP) para as soluções de docking dos compostos JM e LIZ em seus 
isômeros para cruzaína. 

 

Composto  EE  EZ  ZE  ZZ 
JM-11 65,39 62,72 61,52 61,83 
JM-13* 73,31 - - 70,78 
JM-14 65,77 62,76 66,79 64,74 
JM-15 73,63 73,21 78 75,19 

LIZ-311 74,99 71,18 72,79 72,13 
LIZ-321 76,96 72,55 76,58 71,32 
LIZ-331 73,49 76,68 73,01 68,9 
LIZ-411 69,9 74,79 77,73 73,19 
LIZ-421 73,53 75,93 77,14 74,18 
LIZ-431 65,67 75,73 75,2 74,67 
LIZ-511 71,64 75,1 77,59 70,9 
LIZ-521 75,6 74,32 78,16 72,05 
LIZ-531 76,8 68,88 74,97 73,69 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Importante destacar que o composto JM-11 apresentou três de seus isômeros entre 

os cinco valores pior ranqueados, além de oito compostos da série JM fazerem parte dos 

dez valores pior ranqueados. Interessantemente, ao utilizar a base de dados SEA para 

buscar por possíveis alvos dos compostos, para os compostos JM-13 e LIZ-511 a cruzaína 

apareceu como alvo predito. Se por um lado, o composto LIZ-511 foi o ranqueado com a 

quarta maior afinidade por essa enzima no docking, por outro lado o composto JM-13 foi 

apenas o 27º ranqueado. Isso corrobora com o posicionamento da cruzaína como possível 

alvo para estas moléculas, uma vez que para a LIZ-511, a cruzaína foi o alvo mais 

provável no SEA, enquanto para o JM-13 a enzima ficou na 12ª posição de possível alvo. 

A diferença entre o menor score (61,52 referente ao JM-11-ZE) e o maior score 

(78,16 referente ao LIZ-521-ZE) é de 16,64 pontos. Esta diferença de score entre as 

soluções de docking com maior e menor afinidades obtidas se deve, aparentemente, ao 

maior volume do chassi (scaffold) molecular do composto LIZ-521, cujas diferenças em 

relação ao composto JM-11 consistem na alteração da posição dos átomos de cloro 

ligados ao primeiro anel benzeno da estrutura, um átomo bromo ligado ao segundo anel 

benzeno da estrutura do composto, a substituição do grupamento metóxi por um anel 

benzeno ligado ao átomo de nitrogênio do grupo tiazol, e um átomo de flúor ligado ao 

último anel benzeno da estrutura da molécula. 
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Ao analisar as interações intermoleculares, observa-se que os resíduos GLY65, 

LEU67, MET68, ALA138, LEU160 e GLU208 fizeram contatos hidrofóbicos com a 

maioria dos compostos. Além disso, os resíduos TRP26 e HIS162 realizaram pi-stacking, 

t-stacking e cátion-pi, além de realizarem contatos hidrofóbicos com a maioria dos 

compostos. Os isômeros envolvidos nessas interações foram principalmente EE e ZZ. 

No entanto, a diferença entre as interações entre os compostos com maior e menor 

afinidades ocorreu, principalmente, pela diferença na quantidade de contatos hidrofóbicos 

estabelecidos e quais aminoácidos estão envolvidos. 

Por um lado, a molécula que apresentou a menor afinidade in silico (JM-11-ZE) 

foi a única a fazer contato hidrofóbico com o resíduo LEU204 da cruzaína, além de não 

fazer contato hidrofóbico com alguns resíduos importantes como GLY65 e GLU208. Por 

outro lado, o ranqueado com maior afinidade fez contatos hidrofóbicos com GLY65, 

LEU67, MET68, ALA138, LEU160 e GLU208, além de fazer maior quantidade de 

contatos hidrofóbicos. As interações intermoleculares de LIZ-521-ZE com a cruzaína 

estão descritas na figura 11. 

Figura 11 – Interações intermoleculares entre LIZ-521-ZE e os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da 
cruzaína. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: As interações entre o isômero ZE do composto LIZ-521 (magenta) e os resíduos da cruzaína, 
em que os resíduos da cruzaína que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde. 

 

A única diferença de interação entre as duas moléculas com maior afinidade pelo 

alvo é que a LIZ-521-ZE fez contatos hidrofóbicos com o resíduo SER61 da cruzaína, 

enquanto a JM-15-ZE não fez contato com esse aminoácido. 
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4.1.4.1.2 14-alfa demetilase 
 
 

Ao observar os valores de score (ChemPLP) das soluções de docking dos 

compostos JM e LIZ para a enzima 14-alfa demetilase (tabela 6), observa-se que os 

compostos em sua conformação EZ possuem uma maior afinidade predita pelo sítio de 

ligação da enzima 14-alfa demetilase, quando comparado com os outros isômeros. 

 
Tabela 6 – Valores de score (ChemPLP) para as soluções de docking dos compostos JM e LIZ em seus 

isômeros para 14-alfa demetilase. 
 EE EZ ZE ZZ 

Composto     

JM-11 106,88 108,24 97,63 102,26 
JM-13* 113,46 - - 113,88 
JM-14 99,72 109,05 105,89 103,89 
JM-15 107,21 122,65 112,63 110,92 

LIZ-311 103,64 118,97 99,1 110,01 
LIZ-321 114,71 123,65 102,28 117,09 
LIZ-331 108,28 120,9 110,11 112,68 
LIZ-411 107,47 124,32 107,25 111,55 
LIZ-421 119,08 124,88 106,18 114,26 
LIZ-431 105,45 132,1 105,15 118,7 
LIZ-511 102,82 125,03 104,33 109,25 
LIZ-521 111,2 125,03 107,04 114,09 
LIZ-531 106,2 126,77 105,8 113,89 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Houve uma diferença de 34,47 pontos entre a molécula com menor afinidade 

(97,63 referente a JM-11-ZE) e com maior afinidade (132,1 referente a LIZ-431-EZ). 

Como para a cruzaína, o composto JM-11 teve dois isômeros entre os 5 piores 

ranqueados, e o pior ranqueamento foi o mesmo isômero – o ZE. Estruturalmente, o 

composto LIZ-431 é mais complexo do que o composto JM-11, o que pode favorecer as 

interações entre o composto e a enzima. As diferenças entre as moléculas LIZ-431 e JM- 

11 consistem na adição de um átomo de flúor ao primeiro anel benzeno, adição de um 

átomo de bromo ao segundo anel benzeno, substituição do grupamento metóxi por um 

anel benzeno ligado ao átomo de nitrogênio do grupo tiazol, e adição um grupamento 

metóxi ao último anel benzeno da estrutura do composto. 
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Ao serem analisadas as interações intermoleculares, observa-se que os resíduos 

TYR74, MET77, PHE81, VAL184, ALA256, LEU321 e MET425 fizeram contatos 

hidrofóbicos com a maioria das moléculas. Outro componente enzimático extremamente 

importante na interação ligante-alvo foi o grupamento Heme, presente na enzima. Dentre 

todos os isômeros de todos os compostos, apenas um não fez algum tipo de contato com 

esse grupamento, que foi o LIZ-531-ZE. Além disso, principalmente os resíduos TYR74 

e HEM443 (grupamento Heme) realizaram pi-stackings, t-stackings, cátion-pi e ligação 

de hidrogênio, bem como realizaram contatos hidrofóbicos com a maioria dos compostos. 

No entanto, a diferença nas interações entre o composto com ranqueamento maior e 

menor foi devida principalmente pela diferença na quantidade de contatos hidrofóbicos 

estabelecidos e com quais aminoácidos eles estão interagindo. As interações 

intermoleculares de LIZ-431-EZ estão descritas na figura 12. 

 
Figura 12 – Interações intermoleculares entre LIZ-431-EZ e os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da 

14-alfa demetilase. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: As interações entre o isômero ZE do composto LIZ-431-EZ (magenta) e os resíduos da 14-alfa 
demetilase, em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde e o grupamento Heme 

em vermelho. 
 

Como para a enzima cruzaína, o composto JM-15 (em seu isômero ZE) foi o 

ranqueado com o valor mais alto da série JM. 
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4.1.4.1.3 Esqualeno sintase 
 
 

Ao se observar os valores de score (ChemPLP) das soluções de docking dos 

compostos JM e LIZ para a enzima esqualeno sintase (tabela 7), observa-se que os 

compostos em sua conformação EE possuem uma maior afinidade predita pelo sítio de 

ligação da enzima esqualeno sintase, quando comparado com os outros isômeros. 

 
Tabela 7 – Valores de score (ChemPLP) para as soluções de docking dos compostos JM e LIZ em seus 

isômeros para esqualeno sintase. 
Composto EE EZ ZE ZZ 

JM-11 88,32 83,44 88,84 89,01 
JM-13* 85,93 - - 93,07 
JM-14 91,97 92,46 93,47 84,18 
JM-15 98,81 97,71 90,94 91,75 

LIZ-311 103,32 96,28 96,11 90,04 
LIZ-321 98,13 91,19 96,96 95,58 
LIZ-331 93,91 98,57 94,31 91,54 
LIZ-411 96,57 97,12 86,88 94 
LIZ-421 95,12 100,28 97,28 97,34 
LIZ-431 100,94 91,22 94,16 95,52 
LIZ-511 98,17 95,59 92,09 93,34 
LIZ-521 103,57 94,35 83,34 95,72 
LIZ-531 96,87 94,66 92,35 92,75 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Houve uma diferença de 20,23 pontos entre a menor (83,34 referente a LIZ-521- 

ZE) e a maior afinidade (103,57 referente a LIZ-521-EE). Interessantemente, foram 

diferentes isômeros da mesma molécula que apresentaram a afinidade in silico mais alta 

e mais baixa por esta enzima. 

Ao se analisar as interações intermoleculares, observa-se que os resíduos PHE18, 

TYR37, VAL144, LEU148, LEU176, PHE255 e PRO259 fizeram contatos hidrofóbicos 

com a maioria dos compostos. Além disso, o resíduo TYR37 realizou t-stacking e ligação 

de hidrogênio com muitos compostos, bem como o resíduo TYR152 esteve envolvido na 

maioria das ligações de hidrogênio. No entanto, a diferença entre as interações entre o 

composto de maior e menor ranqueamento ocorreu principalmente pela diferença na 

quantidade de contatos hidrofóbicos estabelecidos e os respectivos aminoácidos 
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envolvidos, além da molécula LIZ-521-EE ter realizado t-stacking com o resíduo TYR37 

da enzima (figura 13). 

Assim como para as enzimas cruzaína e 14 alfa-demetilase, o composto JM-15 foi 

o que apresentou o melhor ranqueamento da série JM. 

 
Figura 13 – Interações intermoleculares entre LIZ-521-EE e os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da 

esqualeno sintase. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: As interações entre o isômero ZE do composto LIZ-521 (magenta) e os resíduos da esqueleno 
sintase, em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde e resíduo que faz t- 

stacking está em amarelo. 
 

4.1.4.1.4 Tripanotiona redutase 
 
 

Ao serem observados os valores de score (ChemPLP) das soluções de docking dos 

compostos JM e LIZ para a enzima tripanotiona redutase (tabela 8), observa-se que os 

compostos em sua configuração (ou estereoquímica) EZ possuem uma maior afinidade 

predita pelo sítio de ligação da enzima tripanotiona redutase, quando comparados com os 

outros isômeros. 
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Tabela 8 – Valores de score (ChemPLP) para as soluções de docking dos compostos JM e LIZ em seus 
isômeros para tripanotiona redutase. 

Composto EE EZ ZE ZZ 
JM-11 73,79 75,17 82,07 65,79 
JM-13* 84,72 - - 82,23 
JM-14 65,09 74,89 66,81 73,23 
JM-15 75,72 72,59 72,45 74,68 

LIZ-311 69,95 73,63 81,88 69,65 
LIZ-321 76,15 75,3 73,36 69,25 
LIZ-331 67,08 77,32 77,25 72,71 
LIZ-411 70,3 80,37 84,3 69,59 
LIZ-421 74,36 73,05 70,5 76,39 
LIZ-431 70,02 77,29 75,22 83,06 
LIZ-511 70,11 80,33 76,61 71,08 
LIZ-521 73,49 79,99 73,69 76,58 
LIZ-531 73,79 75,6 75,97 76,77 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Houve uma diferença de 19,63 pontos entre a molécula de menor (65,09 referente 

a JM-14-EE) e maior afinidade (84,72 referente a JM-13-E). Interessantemente, 

novamente observa-se que foram isômeros diferentes da mesma molécula. 

selAo serem analisadas as interações intermoleculares, observa-se que os resíduos 

LEU13, GLU14, TRP17, TYR106 e MET109 fizeram contatos hidrofóbicos com a 

maioria dos compostos. Além disso, os resíduos TRP17 e TYR106 realizaram t- e pi- 

stacking, além de ligação de hidrogênio, com muitos compostos. A diferença das 

interações entre o composto com maior e menor ranqueamento ocorreu principalmente 

porque JM-13-E teve interações pi-stackings com os anéis do aminoácido TRP17, 

enquanto JM-14-EE fez apenas um pi-stacking. As interações intermoleculares entre JM- 

13-E e a enzima tripanotiona redutase estão expostas na figura 14. 
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Figura 14 – Interações intermoleculares entre JM-13-E e os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da 
tripanotiona redutase. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: As interações entre o isômero E do composto JM-13 (magenta) e os resíduos da tripanotiona 
redutase, em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde e resíduo que faz pi- 

stacking está em laranja. 
 
 
 

4.1.4.2 Citotoxicidade 
 
 

O gráfico 4 traz a análise panorâmica dos resultados de docking referente aos alvos 

de citotoxicidade. Os resultados gerados pelo Autodock Vina são fornecidos em kcal/mol. 

Quanto menor a energia de ligação, maior a finidade predita pelo alvo. É possível verificar 

que os compostos demonstraram maior afinidade in silico pela monoamina oxidade B 

(MAOB). Não houve presença de outliers em nenhum dos alvos. 
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Gráfico 4 – Variação dos valores de energia de ligação (kcal/mol) para cada alvo de toxicidade. 
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Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: MAOA = Monoamina oxidase A; MAOB = Monoamina oxidase B. 
 
 

Além da análise geral de energias de ligação, também é interessante fazer uma 

análise geral das interações intermoleculares. No gráfico 5, o primeiro set de resultados 

(barras) é relativo ao composto (e seu isômero) melhor ranqueado, enquanto o segundo é 

relativo ao pior ranqueado. No caso de MAOA, as interações pi-stacking foram 

responsáveis por diferenciar o melhor do pior ranqueado, enquanto para MAOB tanto pi- 

quanto t-stacking auxiliaram na diferenciação. 

 
Gráfico 5 – Resumo das interações intermoleculares entre os compostos e os alvos de toxicidade. 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
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A seguir estão descritos os valores de energia de ligação de cada ligante em cada 

alvo de citotoxicidade analisado, bem como suas interações intermoleculares de maneira 

mais descritiva. 

Ao serem observados os valores de energia de ligação (kcal/mol) das soluções de 

docking dos compostos JM e LIZ para a enzima MAOA (tabela 9), os compostos em sua 

configuração (ou estereoquímica) EE possuem uma maior afinidade predita pelo sítio de 

ligação da enzima, quando comparados com os outros isômeros. 

Houve uma diferença de 9,5 kcal/mol entre a molécula de menor (-0,9 kcal/mol 

referente a LIZ-321-ZZ) e maior afinidade (-10,4 kcal/mol referente a JM-15-EE). Ambos 

isômeros do composto JM-13, em que as plataformas ProTox-II e SEA citaram como 

possível alvo as enzimas da família MAO, ficaram entre os 10 melhores ranqueados. O 

isômero Z desse composto foi o quarto melhor ranqueado (-8,5 kcal/mol) enquanto o 

isômero E foi o oitavo colocado (-8 kcal/mol). 

 
Tabela 9 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos JM e LIZ 

em seus isômeros para MAOA. 
Composto EE EZ ZE ZZ 

JM-11 -8,1 -6,4 -8,9 -7,5 
JM-13* -8 - - -8,5 
JM-14 -7,5 -8,3 -8,2 -5,2 
JM-15 -10,4 -8 -6,9 -10,3 

LIZ-311 -5 -5,5 -5,6 -5,5 
LIZ-321 -5,2 -4,5 -6,1 -0,9 
LIZ-331 -5,1 -4,1 -5,8 -2,1 
LIZ-411 -5,9 -4,3 -4,1 -2,1 
LIZ-421 -5,6 -6,8 -1,7 -1,7 
LIZ-431 -5,2 -4,5 -3 -3,8 
LIZ-511 -5,7 -4,4 -4,1 -5,4 
LIZ-521 -5,8 -4,4 -1,7 -2,7 
LIZ-531 -7,1 -4,2 -5,8 -2,2 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Ao serem analisadas as interações intermoleculares, observa-se que os resíduos 

TYR69, LEU97, ILE180, GLN215, ILE325, ILE335, LEU337 e MET350 fizeram 

contatos hidrofóbicos com a maioria dos compostos. Além disso, os resíduos PHE208, 

PHE352, TYR407 e TYR444 fizeram contatos hidrofóbicos, t- e pi-stacking com a 
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maioria das soluções. O resíduo VAL210, além de fazer contatos hidrofóbicos com a 

maioria das soluções, fez ligações de hidrogênio com 4 soluções. 

A diferença das interações entre o composto com maior e menor ranqueamento 

ocorreu principalmente porque JM-15-EE teve interações t-stacking com PHE208, 

enquanto LIZ-521-ZZ fez apenas contatos hidrofóbicos com todos os resíduos. Na figura 

15 podemos ver as principais interações de JM-15-EE com os resíduos do sítio de ligação 

da MAOA. 

 
Figura 15 – Interações intermoleculares entre JM-15-EE e os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação 

da MAOA. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: As interações entre o isômero EE do composto JM-15 (magenta) e os resíduos da 
monoamina oxidase A, em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde e resíduo 

que faz t-stacking está em amarelo. 
 

Ao serem observados os valores de energia de ligação (kcal/mol) das soluções de 

docking dos compostos JM e LIZ para a enzima MAOB (tabela 10), os compostos em sua 

configuração (ou estereoquímica) EE possuem uma maior afinidade predita pelo sítio de 

ligação da enzima, quando comparados com os outros isômeros. 
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Tabela 10 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos JM e 
LIZ em seus isômeros para MAOB. 

Composto EE EZ ZE ZZ 
JM-11 -11,4 -11 -11,6 -11,8 
JM-13* -12,4 - - -12,7 
JM-14 -11 -11,2 -10,9 -11 
JM-15 -8,3 -10,2 -10,7 -9,9 

LIZ-311 -8 -10,8 -8,7 -9,1 
LIZ-321 -9,1 -10,9 -9 -9,6 
LIZ-331 -9,1 -8,5 -8,4 -9 
LIZ-411 -8,7 -11 -9,6 -10,1 
LIZ-421 -9,2 -10,9 -10,3 -10,3 
LIZ-431 -9,3 -8,4 -9,3 -9,4 
LIZ-511 -7,8 -9,7 -9,5 -9,6 
LIZ-521 -8,3 -9,5 -6,6 -9,9 
LIZ-531 -7,9 -7,6 -8,7 -7,7 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas 

uma dupla ligação. 
 
 

Houve uma diferença de 6,1 kcal/mol entre a molécula de menor (-6,6 kcal/mol 

referente a LIZ-521-ZE) e maior afinidade (-12,7 kcal/mol referente a JM-13-Z). Ambos 

isômeros do composto JM-13, em que as plataformas ProTox-II e SEA citaram como 

possível alvo as enzimas da família MAO, foram os melhores ranqueados. O isômero Z 

desse composto foi o primeiro melhor ranqueado (-12,7 kcal/mol), enquanto o isômero E 

foi o segundo colocado (-12,4 kcal/mol). 

Ao serem analisadas as interações intermoleculares, verificou-se que os resíduos 

TYR69, LEU97, ILE180, GLN215, ILE325, ILE335, LEU337 e MET350 fizeram 

contatos hidrofóbicos com a maioria dos compostos. Além de contatos hidrofóbicos com 

a maioria das soluções, os resíduos PHE168, GLN206 e TYR435 fizeram t-stacking, 

ligação de hidrogênio e pi-stacking, respectivamente, com algumas soluções. Os resíduos 

TYR326 e TYR398 fizeram contatos hidrofóbicos com a maioria das soluções, além de 

também fazerem pi- e t- stacking. 

A diferença das interações entre o composto com maior e menor ranqueamento 

ocorreu principalmente porque JM-13-Z fez pi- ou t-stacking com TRP119, TYR326, 

TYR398 e TYR435, enquanto LIZ-521-ZE fez interações pi- ou t-stacking com TYR326 

e 435. Na figura 16 é possível observarmos as principais interações de JM-13-Z. 
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Figura 16 – Interações intermoleculares que ocorrem entre o composto JM-13-Z e os resíduos de 
aminoácidos do sítio da MAOB. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: As interações entre o isômero Z do composto JM-13 (magenta) e os resíduos da 
monoamina oxidase B, em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde, o resíduo 

que faz t-stacking está em amarelo e os resíduos que fazem pi-stacking estão em laranja. 
 

4.1.4.3 Sistema imune 
 
 

Devido ao grande número de alvos imunológicos investigados, fez-se necessário 

efetuar uma análise panorâmica inicial dos resultados. No gráfico 6 está exposta a 

variação de energia de ligação (kcal/mol) entre os 9 diferentes alvos imunológicos. A 

partir da análise do gráfico 6, é possível verificar que TLR2 foi o alvo que apresentou os 

menores valores de energia de ligação, seguido por TLR4. O composto com a maior 

afinidade predita para o TLR2 foi LIZ-421-EE, enquanto para TLR4 foi JM-13-Z. Houve 

variações semelhantes nos valores de energia de ligação entre os receptores de citocinas. 

É interessante destacar que para TNFR e IL10R houve pouca diferença de energia 

de ligação média entre os ligantes testados, ou seja, a maioria tem afinidades semelhantes 

pelo alvo. O receptor de citocina que apresentou menor valor de energia de ligação média 

foi IL6R, com destaque para JM-13-Z que teve energia de ligação de -9,2 kcal/mol. 
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Gráfico 6 – Variação dos valores de energia de ligação (kcal/mol) para cada alvo do sistema imune. 
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Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: TLR2 = receptor toll-like 2; TLR4 = receptor toll-like 4; IFNGR = receptor do 

interferon gama; TNFR = receptor 2 do fator de necrose tumoral; IL2R = receptor da interleucina 2; IL4R 

= receptor da interleucina 4, IL6R = receptor da interleucina 6, IL10R = receptor da interleucina 10; 

IL17Ra = receptor A da interleucina 17. 

 

Além da análise geral de energias de ligação, também é interessante fazer uma 

análise geral das interações intermoleculares. No gráfico 7, o primeiro set de resultados 

(barras) é relativo ao composto (e seu isômero) melhor ranqueado, enquanto o segundo é 

relativo ao pior ranqueado. É possível verificar que TLR2 e TRL4 foram os alvos em que 

houve o maior número de interações. No geral, contato hidrofóbico foi a interação que 

melhor diferenciou o melhor ranqueado do pior ranqueado. 
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Gráfico 7 – Resumo das interações intermoleculares entre os compostos e os alvos imunológicos. 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: TLR2 = receptor toll-like 2; TLR4 = receptor toll-like 4; IFNGR = receptor do 

interferon gama; TNFR = receptor 2 do fator de necrose tumoral; IL2R = receptor da interleucina 2; IL4R 

= receptor da interleucina 4, IL6R = receptor da interleucina 6, IL10R = receptor da interleucina 10; 

IL17Ra = receptor A da interleucina 17. 

 

A seguir estão descritos os valores de energia de ligação de cada ligante em cada 

alvo analisado, bem como suas interações intermoleculares de maneira mais descritiva. 

 
4.1.4.3.1 Receptor toll-like 2 (TLR2) 

 
 

Ao observar os resultados de docking para o TLR2 (tabela 11), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 2,9 kcal/mol entre LIZ-421-EE (-14,5 kcal/mol) e 

JM-14-ZZ (-11,6 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o EE. 
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Tabela 11 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos JM e 
LIZ em seus isômeros para TLR2. 

Composto EE EZ ZE ZZ 
JM-11 -13 -12,9 -12,7 -11,9 
JM-13* -13,2 - - -13,5 
JM-14 -11,8 -12,7 -13,1 -11,6 

-12,6 

-12,7 
LIZ-321 -13,4 -12,9 -12,4 -12,9 
LIZ-331 -12,8 -12,6 -12 -12,5 
LIZ-411 -14,1 -12,6 -12,6 -13,3 
LIZ-421 -14,5 -12,9 -13,4 -13,4 
LIZ-431 -13,7 -13 -12,4 -13,1 
LIZ-511 -13,8 -13,2 -12,7 -13,3 
LIZ-521 -14,1 -12,6 -13,1 -13,6 
LIZ-531 -12,9 -12,7 -12,5 -13 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas 

uma dupla ligação. 
 
 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que o resíduo 

PHE266 interagiu com todos os ligantes e seus isômeros, tanto fazendo contatos 

hidrofóbicos quanto t-stacking. Além disso, os resíduos PHE284, ILE114, ILE119, 

PHE325, VAL343, VAL348 e PHE355 fizeram interações com a maioria dos compostos. 

O resíduo PHE284 fez t- e pi-stacking com diferentes compostos. Já o resíduo PHE325 

fez pi-stacking com a maioria dos compostos que ele interagiu. O resíduo PHE349 fez pi- 

stacking e ligações de hidrogênio com alguns compostos. 

A principal diferença de interação entre o melhor ranqueado (LIZ-421-EE) e o 

pior ranqueado (JM-14-ZZ) está principalmente no número menor de contatos 

hidrofóbicos feitos pelo pior ranqueado. Na figura 17 é possível observar as principais 

interações entre LIZ-421-EE e o TLR2. 

JM-15 -13,4 -13,1 -13,3 
LIZ-311 -13,1 -12,6 -12 
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Figura 17 – Interações intermoleculares entre LIZ-421-EE e os resíduos de aminoácidos do sítio de 
ligação de TRL2. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: As interações entre o isômero EE do composto LIZ-421-EE (magenta) e os resíduos do 

TLR2, em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde e o resíduo que faz t- 

stacking está em amarelo. 
 
 

4.1.4.3.2 Receptor toll-like 4 (TLR4) 
 
 

Ao observar os resultados de docking para o TLR4 (tabela 12), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 2,3 kcal/mol entre JM-13-Z (-11 kcal/mol) e LIZ- 

531-ZE (-8,7 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o EZ. 

 
Tabela 12 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos JM e 

LIZ em seus isômeros para TLR4. 
Composto EE EZ ZE ZZ 

JM-11 -10,4 -10,5 -9,9 -9,8 
JM-13* -10,8 - - -11 
JM-14 -9,7 -9,2 -9,6 -9,7 
JM-15 -9,1 -10,1 -9,5 -9,8 

LIZ-311 -9,7 -9,8 -9,1 -9,4 
LIZ-321 -10 -9,8 -9 -9,5 
LIZ-331 -9,8 -9,4 -8,7 -9,3 
LIZ-411 -10,1 -10,5 -9,7 -9,8 
LIZ-421 -10,3 -10,8 -9,6 -9,6 
LIZ-431 -10 -10,6 -9,3 -9,7 
LIZ-511 -10,1 -10,3 -10 -9,7 
LIZ-521 -10,3 -10,4 -9,9 -9,9 
LIZ-531 -10 -10,3 -8,7 -9,3 



93 
 

 
 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que os resíduos 

ILE-52, LEU61, LEU63, PHE151 e ILE-153 interagiram com a maioria das soluções. 

Além disso, os resíduos PHE104, PHE121 e PHE151 fizeram pi ou t-stacking com um 

grande número de soluções. A principal diferença de interação entre o melhor ranqueado 

(JM-13-Z) e o pior ranqueado (LIZ-531-ZE) está no número maior de contatos 

hidrofóbicos feitos pelo melhor ranqueado, além de JM-13-Z fazer pi-stacking com o 

resíduo PHE151. Na figura 18 é possível observar as principais interações entre JM-13- 

Z e o TLR4. 

 
Figura 18 – Interações intermoleculares entre JM-13-Z e os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação 

de TRL4. 

 
Legenda: As interações entre o isômero Z do composto JM-13 (magenta) e os resíduos do TLR4, 

em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde e o resíduo que faz pi-stacking 

está em laranja. 
 
 

4.1.4.3.3 Receptor do interferon gama (IFNGR) 
 
 

Ao observar os resultados de docking para o IFNGR (tabela 13), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 2,2 kcal/mol entre JM-13-E (-7,5 kcal/mol) e JM- 

11-ZZ (-5,3 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o EZ. 
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Tabela 13 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos JM e 
LIZ em seus isômeros para IFNGR. 

Composto EE EZ ZE ZZ 
JM-11 -10,4 -10,5 -9,9 -9,8 

JM-13* -10,8 - - -11 
JM-14 -9,7 -9,2 -9,6 -9,7 
JM-15 -9,1 -10,1 -9,5 -9,8 

LIZ-311 -9,7 -9,8 -9,1 -9,4 
LIZ-321 -10 -9,8 -9 -9,5 
LIZ-331 -9,8 -9,4 -8,7 -9,3 
LIZ-411 -10,1 -10,5 -9,7 -9,8 
LIZ-421 -10,3 -10,8 -9,6 -9,6 
LIZ-431 -10 -10,6 -9,3 -9,7 
LIZ-511 -10,1 -10,3 -10 -9,7 
LIZ-521 -10,3 -10,4 -9,9 -9,9 
LIZ-531 -10 -10,3 -8,7 -9,3 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas 

uma dupla ligação. 
 
 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que TYR49 fez 

pi- e t-stacking, além de contatos hidrofóbicos, com a maioria dos isômeros, parecendo 

ser um resíduo-chave da interface composto-sítio de ligação. Os aminoácidos SER80 e 

TRP82 fizeram ligação de hidrogênio e contatos hidrofóbicos (além de pi e t-stacking no 

caso de TRP82). Os resíduos ASN79, VAL206 e TRP207 também fizeram contatos 

hidrofóbicos com boa parte dos isômeros. Além disso, TRP207 também participou de t- 

stacking e ligações de hidrogênio. O aminoácido ARG106 parece ser importante na 

formação de cátion-pi, além de ligações de hidrogênio. 

Observando a figura 19 é possível verificar que o melhor ranqueado (JM-13-E) 

fez pi-stacking com TYR49, ligação de hidrogênio com SER78 e cátion-pi com ARG106. 

Já o pior ranqueado (JM-11-ZZ) fez apenas contatos hidrofóbicos com todos os resíduos 

com os quais interagiu. 
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Figura 19 – Interações intermoleculares que ocorrem entre o composto JM-13-E e os resíduos de 
aminoácidos do sítio de ligação de IFNGR. 

 
Legenda: As interações entre o isômero E do composto JM-13 (magenta) e os resíduos de IFNGR em que 

os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde, o resíduo que faz pi-stacking está em 

laranja, o resíduo que faz cátion-pi está em azul e o resíduo que faz ligação de hidrogênio (com a 

distância em angstrom entre os átomos envolvidos na ligação) está em ciano. 

 

4.1.4.3.4 Receptor do fator de necrose tumoral (TNFR) 
 
 

Ao observar os resultados de docking para o TNFR (tabela 14), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 1,6 kcal/mol entre JM-15-EZ (-7,9 kcal/mol) e LIZ- 

511-ZE (-6,3 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o EE. 

 
Tabela 14 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos 

JM e LIZ em seus isômeros para TNFR. 
Composto EE EZ ZE ZZ 

JM-11 -6,8 -6,9 -7,2 -6,8 
JM-13* -7,7 - - -7,2 
JM-14 -7 -6,9 -7,2 -6,6 
JM-15 -7,8 -7,9 -7,6 -6,5 

LIZ-311 -7,5 -6,9 -6,8 -6,9 
LIZ-321 -7,6 -7 -7,1 -6,7 
LIZ-331 -7,2 -6,9 -6,9 -6,7 
LIZ-411 -6,9 -7,1 -7,2 -6,6 
LIZ-421 -7,4 -6,9 -6,7 -6,7 
LIZ-431 -7,2 -6,7 -7,2 -7,2 
LIZ-511 -6,7 -6,9 -6,3 -6,5 
LIZ-521 -7 -7 -7,2 -6,7 
LIZ-531 -7 -6,8 -7,1 -7,1 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 
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Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que os resíduos 

ASN134 e ASN148 fizeram contatos hidrofóbicos com a maior parte dos compostos, com 

destaque para o primeiro resíduo que também fez ligações de hidrogênio com 24 

isômeros. Os resíduos HIS105 e PHE115, além de fazerem contatos hidrofóbicos com a 

maioria das soluções, também fizeram pi- e t-stacking com um grande número de 

isômeros. 

A principal diferença de interação entre o melhor ranqueado (JM-15-EZ) e o pior 

ranqueado (LIZ-511-ZE) foi que JM-15-EZ fez contatos hidrofóbicos com um maior 

número de resíduos, além de fazer t-stacking com os resíduos HIS105 e PHE115. Na 

figura 20 é possível verificar o posicionamento de JM-15-EZ no sítio de ligação do TNFR 

e suas principais interações. 

 
Figura 20 – Interações intermoleculares entre JM-15-EZ e os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação 

de TNFR. 

 
Legenda: As interações entre o isômero EZ do composto JM-15 (magenta) e os resíduos de 

TNFR em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde e os resíduos que fazem t- 

stacking estão em amarelo. 
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4.1.4.3.5 Receptor da interleucina 2 (IL2R) 
 
 

Ao observar os resultados de docking para o IL2R (tabela 15), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 3,2 kcal/mol entre JM-13-E (-8,1 kcal/mol) e LIZ- 

531-ZZ (-4,9 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o EE. Importante observar 

que os dois melhores ranqueados foram isômeros do mesmo composto, com diferença de 

0,7 kcal entre ambos, mostrando a importância da isomeria para esse alvo. 

 
Tabela 15 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos 

JM e LIZ em seus isômeros para IL2R. 
Composto EE EZ ZE ZZ 

JM-11 -6,3 -5,5 -6 -5,6 
JM-13* -8,1 - - -7,4 
JM-14 -6,5 -6 -5,3 -6 
JM-15 -5,5 -6,7 -5,5 -6 

LIZ-311 -5,8 -5,6 -5,6 -5,2 
LIZ-321 -6 -6,1 -5,7 -5,9 
LIZ-331 -6 -6,4 -6,1 -5,9 
LIZ-411 -6,9 -6,6 -6 -7 
LIZ-421 -6,7 -6,4 -5,7 -5,7 
LIZ-431 -5,9 -6,4 -6,6 -5,9 
LIZ-511 -5,8 -7,3 -5,9 -5,5 
LIZ-521 -5,9 -6,5 -5,6 -5,7 
LIZ-531 -6 -6,4 -5,8 -4,9 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que os resíduos 

que fizeram contatos hidrofóbicos, cátion-pi, ligações de hidrogênio ou pi-stacking com 

a maior parte das soluções foram ARG35 e ARG36, LYS38, SER41, LEU42 e TYR43. 

O resíduo TYR43 aparenta ser um bom formador de pi-stacking, enquanto ARG35 um 

bom formador de cátion-pi e LEU42 de ligações de hidrogênio. O número de contatos 

hidrofóbicos foi a principal responsável por diferenciar o melhor ranqueado (JM-13-E) 

do pior ranqueado (LIZ-531-ZZ), além de JM-13-E fazer pi-stacking com o resíduo 

TYR43. Na figura 21 é possível observarmos o posicionamento de JM-13-E no sítio de 

ligação com IL2R e suas principais interações. 
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Figura 21 – Interações intermoleculares entre JM-13-E e os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação 
de IL2R. 

 
Legenda: As interações entre o isômero E do composto JM-13 (magenta) e os resíduos de IL2R 

em que os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde e o resíduo que faze pi-stacking 

está em laranja. 
 
 

4.1.4.3.6 Receptor da interleucina 4 (IL4R) 
 
 

Ao observar os resultados de docking para o IL2R (tabela 16), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 1,7 kcal/mol entre JM-13-E (-8,5 kcal/mol) e LIZ- 

531-ZE (-6,8 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o ZZ. 

 
Tabela 16 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos 

JM e LIZ em seus isômeros para IL4R. 
Composto EE EZ ZE ZZ 

JM-11 -7,4 -7,6 -7,7 -7,8 
JM-13* -8,5 - - -7,5 
JM-14 -7,1 -7,7 -7,6 -7,7 
JM-15 -6,9 -6,8 -6,8 -7,3 

LIZ-311 -7,1 -7 -7,1 -7,7 
LIZ-321 -7,1 -7,1 -7 -7,9 
LIZ-331 -6,8 -6,9 -6,9 -7,7 
LIZ-411 -7,2 -7 -7,2 -7,8 
LIZ-421 -7,2 -6,9 -7,8 -7,8 
LIZ-431 -6,8 -7,1 -7,1 -7,3 
LIZ-511 -7,3 -7,3 -7 -7,5 
LIZ-521 -7,3 -7,3 -7,9 -7,9 
LIZ-531 -7,1 -7 -6,8 -7,7 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 
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Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que os resíduos 

ASP67, VAL69, ASP125 E ASN126 fizeram contatos hidrofóbicos com a maioria dos 

isômeros. O resíduo TYR127 parece ser bastante importante para esse alvo, pois fez pi e 

t-stacking, além de ligação de hidrogênio com a maior parte das soluções. Mais 

especificamente, todas as vezes que TYR127 fez interação com algum isômero ele fez 

algumas dessas interações previamente citadas. O número de contatos hidrofóbicos, além 

de fazer uma ligação de hidrogênio com o resíduo ASP67, foram as responsáveis por 

diferenciar o melhor (JM-13-E) do pior ranqueado (LIZ-531-ZE). Na figura 22 é possível 

verificar o posicionamento de JM-13-E no sítio de ligação ao IL4R. 

 
Figura 22 – Interações intermoleculares entre JM-13-E e os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação 

de IL4R. 

 
Legenda: As interações entre o isômero E do composto JM-13 (magenta) e os resíduos de IL4R em que 

os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde, o resíduo que faz pi-stacking está em 

laranja e o resíduo que faz ligação de hidrogênio (com a distância em angstrom entre os átomos 

envolvidos na ligação) está em ciano. 

 
4.1.4.3.7 Receptor da interleucina 6 (IL6R) 

 
 

Ao observar os resultados de docking para o IL6R (tabela 17), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 2,2 kcal/mol entre JM-13-Z (-9,2 kcal/mol) e JM- 

14-ZZ (-7 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o EE. 
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Tabela 17 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos 
JM e LIZ em seus isômeros para IL6R. 

Composto EE EZ ZE ZZ 
JM-11 -7,5 -7,5 -7,8 -7,6 

JM-13* -8,6   -9,2 
JM-14 -7,3 -7,9 -7,7 -7 
JM-15 -7,5 -7,5 -8 -7,4 

LIZ-311 -7,5 -7,5 -7,8 -9 
LIZ-321 -7,3 -8,2 -8 -7,5 
LIZ-331 -7,3 -8 -7,5 -7,3 
LIZ-411 -8,7 -8,2 -8,3 -7,5 
LIZ-421 -9 -8,2 -7,7 -7,7 
LIZ-431 -7,4 -7,7 -7,3 -8,2 
LIZ-511 -8,8 -8 -7,6 -7,4 
LIZ-521 -8,9 -7,7 -8 -7,5 
LIZ-531 -7,4 -7,7 -7,4 -7,3 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que os resíduos 

GLU163 e GLU278 fizeram contatos hidrofóbicos com a maioria das soluções. Os 

resíduos PHE229, TYR230 e PHE279 fizeram contatos hidrofóbicos, t e pi-stacking, além 

de ligações de hidrogênios com a maioria das soluções, tendo os 2 últimos interagido com 

todas as soluções. 

O número de contatos hidrofóbicos feitos pelo melhor ranqueado (JM-13-Z) foi o 

principal fator que auxiliou a diferenciá-lo do pior ranqueado (JM-14-ZZ). Vale ressaltar 

que JM-13-Z fez pi-stacking com o resíduo PHE229, enquanto JM-14-ZZ fez t-stacking 

com esse resíduo. Além disso, JM-13-Z fez uma ligação de hidrogênio com o resíduo 

GLN281, enquanto JM-14-ZZ não interagiu com esse resíduo. Na figura 23 é possível 

observarmos o posicionamento de JM-13-Z no sítio de ligação com IL6R e suas principais 

interações intermoleculares. 
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Figura 23 – Interações intermoleculares entre JM-13-Z e os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação 
de IL6R. 

 
Legenda: As interações entre o isômero Z do composto JM-13 (magenta) e os resíduos de IL6R em que 

os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde, os resíduos que fazem pi-stacking estão 

em laranja e o resíduo que faz ligação de hidrogênio (com a distância em angstrom entre os átomos 

envolvidos na ligação) está em ciano. 

 

4.1.4.3.8 Receptor da interleucina 10 (IL10R) 
 
 

Ao observar os resultados de docking para o IL10R (tabela 18), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 2,8 kcal/mol entre JM-13-E (-8,6 kcal/mol) e LIZ- 

521-ZE (-5,8 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o EZ. 

 
Tabela 18 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos 

JM e LIZ em seus isômeros para IL10R. 
Composto EE EZ ZE ZZ 

JM-11 -7 -7,7 -7,1 -6,8 
JM-13* -8,6   -8,1 
JM-14 -7 -7 -6,8 -6,8 
JM-15 -6,7 -8,1 -7,4 -6,4 

LIZ-311 -7,1 -7 -7,1 -6,5 
LIZ-321 -7 -6,7 -7,2 -6,9 
LIZ-331 -6,5 -7 -6,7 -6,7 
LIZ-411 -7,5 -6,4 -6,2 -7,2 
LIZ-421 -7,5 -6,5 -7 -7 
LIZ-431 -7,1 -6,7 -7 -6,7 
LIZ-511 -7,2 -6,8 -6,9 -6,7 
LIZ-521 -7,1 -7 -5,8 -6,8 
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LIZ-531 -7 -6,9 -6,5 -6,5 
Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que os resíduos 

VAL99, ILE139, PHE140, HIS142, PHE143 e ARG191 fizeram contatos hidrofóbicos, 

cátion-pi, pi-stacking, t-stacking ou ligação de hidrogênio com a maioria das soluções. 

Principalmente o número de contatos hidrofóbicos foi o responsável por 

diferenciar o melhor ranqueado (JM-13-Z) do pior ranqueado (JM-14-ZZ), além disso, 

JM-13-Z fez pi-stacking com o resíduo PHE143 e ligação de hidrogênio com o resíduo 

ARG191. Na figura 24 é possível observarmos o posicionamento de JM-13-Z no sítio de 

ligação de IL10R e suas principais interações. 

 
Figura 24 – Interações intermoleculares entre JM-13-Z e os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação 

de IL10R. 

 
Legenda: As interações entre o isômero E do composto JM-13 (magenta) e os resíduos de IL10R em que 

os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde, o resíduo que faz pi-stacking está em 

laranja e o resíduo que faz ligação de hidrogênio (com a distância em angstrom entre os átomos 

envolvidos na ligação) está em ciano. 
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4.1.4.3.9 Receptor A da interleucina 17 (IL17Ra) 
 
 

Ao observar os resultados de docking para o IL17Ra (tabela 19), foi possível 

verificar que houve uma diferença de 2,4 kcal/mol entre JM-13-E (-8,6 kcal/mol) e LIZ- 

321-ZE (-6,2 kcal/mol). O isômero de maior estabilidade foi o ZZ. 

 
Tabela 19 – Valores de energia de ligação (kcal/mol) para as soluções de docking dos compostos 

JM e LIZ em seus isômeros para IL17Ra. 
Composto EE EZ ZE ZZ 

JM-11 -6,4 -7,2 -7,3 -7,6 
JM-13* -8,6   -7,2 
JM-14 -6,5 -6,3 -6,5 -6,9 
JM-15 -6,7 -6,8 -7,8 -6,7 

LIZ-311 -7,4 -7,1 -6,9 -7,5 
LIZ-321 -6,8 -7,2 -6,2 -7,3 
LIZ-331 -6,3 -6,9 -6,8 -7,1 
LIZ-411 -7,1 -7,5 -7 -7,4 
LIZ-421 -7,4 -7,1 -7,6 -7,6 
LIZ-431 -6,8 -6,7 -6,3 -7,4 
LIZ-511 -7,5 -7,5 -7 -7,2 
LIZ-521 -7,6 -7,6 -6,6 -7,3 
LIZ-531 -6,7 -7,4 -6,8 -7,2 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isômeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla 

ligação. 

 

Analisando as interações intermoleculares, foi possível verificar que os resíduos 

LEU27, LEU86 e THR129 fizeram contatos hidrofóbicos com a maioria das soluções. O 

resíduo TRP31 fez contatos hidrofóbicos, pi- ou t-stacking com a maioria das soluções. 

O resíduo ARG93 fez contatos hidrofóbicos, cátio-pi e ligações de hidrogênio com a 

maioria das soluções. 

As interações do melhor ranqueado (JM-13-E) que se diferenciam do pior 

ranqueado (LIZ-321-ZE) foram principalmente contatos hidrofóbicos, além de JM-13-E 

fazer uma interação cátion-pi com o resíduo ARG93. Ambos os isômeros fizeram pi- 

stacking com o resíduo TRP31. Na figura 25 é possível verificarmos o posicionamento 

de JM-13-E na o sítio de ligação ao IL17Ra. 
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Figura 25 – Interações intermoleculares entre JM-13-E e os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação 
de IL17R. 

 
Legenda: As interações entre o isômero E do composto JM-13 (magenta) e os resíduos de IL17R em que 

os resíduos que fazem contatos hidrofóbicos estão na cor verde, o resíduo que faz pi-stacking está em 

laranja e o resíduo que faz cátion-pi está em azul. 

 

4.2 ESTUDOS IN VITRO 
 
 

4.2.1 Atividade citotóxica 
 
 

4.2.1.1 Esplenócitos 
 
 

As células esplênicas de camundongos foram utilizadas para verificar a atividade 

citotóxica dos compostos em células do sistema imune. A citotoxicidade variou de 54,5 

µM (LIZ-431) a >213,5 µM (JM-11). A maioria dos compostos é menos tóxica que a 

droga de referência, exceto LIZ-431 (54,5 µM) e LIZ-311 (67,5 µM) (tabela 20). 
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Tabela 20 – Atividade citotóxica (CC50 em µg/mL e µM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis 

frente a esplenócitos murinos. 

Compostos CC50 (µg/mL) CC50 (µM) 
JM-11 >100 >213,5 
JM-13 >100 >194,4 
JM-14 >100 >209 
JM-15 >100 >185 

LIZ-311 38,5 67,5 
LIZ-321 49,5 84,1 
LIZ-331 >100 >166,5 
LIZ-411 >100 >168,6 
LIZ-421 49,6 81,2 
LIZ-431 33,9 54,4 
LIZ-511 50,7 83,2 
LIZ-521 >100 >159,4 
LIZ-531 59,5 93,1 

Benzonidazol 17,7 68 
 Fonte: Elaborado pela autora (2022).  

 
 

No entanto, LIZ-311 apresentou atividade citotóxica extremamente semelhante ao 

benzonidazol, o qual possui CC50 de 68 µM. O composto menos tóxico (JM-11) foi cerca 

de 3,1 vezes menos tóxico que a droga de referência. 

Ao serem depositados na base de dados ProTox-II, os compostos JM-11, JM-14, 

JM-15, LIZ-411 e LIZ-511 foram tidos como provavelmente atóxicos para células 

imunes, o que se comprova experimentalmentecom todos tendo CC50 >80 µM. 

 
4.2.1.2 L929 

 
 

A célula de linhagem L929 foi utilizada para verificar a atividade citotóxica em 

fibroblastos. Os compostos apresentaram citotoxicidades variadas frente a este tipo de 

célula, sendo LIZ-331 o composto mais tóxico (25,6 µM) e JM-11 o composto menos 

tóxico (tabela 21). Apenas quatro compostos tiveram atividade citotóxica menor que o 

benzonidazol, foram eles: JM-11 (>213,5 µM), JM-13 (194,4 µM), JM-14 (209 µM) e 

JM-15 (185 µM). 
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Tabela 21 – Atividade citotóxica (CC50 em µg/mL e µM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis 

frente a fibroblastos (L929). 

Compostos CC50 (µg/mL) CC50 (µM) 
JM-11 >100 >213,5 
JM-13 >100 >194,4 
JM-14 >100 >209 
JM-15 >100 >185 

LIZ-311 30,6 56,6 
LIZ-321 43,8 74,4 
LIZ-331 15,4 25,6 
LIZ-411 34,6 58,4 
LIZ-421 49,5 81 
LIZ-431 48,6 78 
LIZ-511 61,4 100,7 
LIZ-521 22,7 36,2 
LIZ-531 58,1 90,9 

Benzonidazol 46,4 178,3 
 Fonte: Elaborado pela autora (2022).  

 
4.2.1.3 HepG2 

  

 
 

A célula de linhagem HepG2 foi utilizada para verificar a atividade citotóxica em 

células hepáticas. A citotoxicidade para esse tipo celular variou entre 42,6 µM (LIZ-511) 

e 235,1 µM (LIZ-331). 

É possível observar que todos os compostos possuem algum grau de toxicidade, 

destacando-se o composto LIZ-331 como menos tóxico, pois possui CC50 de 235,1 µM 

(tabela 22). Nenhum composto foi menos tóxico que o benzonidazol. 

 
Tabela 22 – Atividade citotóxica (CC50 em µg/mL e µM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis 

frente a células hepáticas (HepG2). 

Compostos CC50 (µg/mL) CC50 (µM) 
JM-11 35,9 76,6 
JM-13 70,18 136,4 
JM-14 27,11 56,7 
JM-15 101 186,9 

LIZ-311 65 113,9 
LIZ-321 33,98 57,7 
LIZ-331 141,2 235,1 
LIZ-411 26,55 44,8 
LIZ-421 37,99 62,2 
LIZ-431 31,12 50 
LIZ-511 25,94 42,6 
LIZ-521 38,31 61,1 
LIZ-531 48,93 76,5 

Benzonidazol 91,32 350,9 
 Fonte: Elaborado pela autora (2022).  



107 
 

 

4.2.1.4 Raw 264.7 
 
 

As células macrofágicas da linhagem Raw 264.7 foram utilizadas para verificar 

se os compostos são tóxicos para os macrófagos que são um subtipo das células imunes. 

A citotoxicidade dos compostos frente a este tipo celular variou de 43 (LIZ-411) a >418,1 

µM (JM-14) (tabela 23). 

 
Tabela 23 – Atividade citotóxica (CC50 em µg/mL e µM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis 

frente a macrófagos (Raw 264.7). 

Compostos CC50 (µg/mL) CC50 (µM) 
JM-11 110,9 236,8 
JM-13 >200 >388,8 
JM-14 >200 >418,1 
JM-15 88,5 163,8 

LIZ-311 96,6 169,3 
LIZ-321 70,2 119,3 
LIZ-331 74,6 124,2 
LIZ-411 25,5 43 
LIZ-421 57,2 96,6 
LIZ-431 39,9 64,2 
LIZ-511 32,4 53,2 
LIZ-521 49,3 78,6 
LIZ-531 100,3 156,9 

Benzonidazol 32,2 123,8 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

A maioria dos compostos testados foi menos tóxica que a droga de referência, a 

qual teve CC50 de 123,8 µM. O composto menos tóxico, JM-14, foi aproximadamente 

três vezes menos tóxico que o benzonidazol. 

 
4.2.2 Atividade tripanocida 

 
 

Os compostos foram testados frente a epimastigotas, tripomastigotas e 

amastigotas para verificar a atividade tripanocida. 

 
4.2.2.1 Epimastigota 

 
 

Com relação à atividade anti-epimastigotas, a maioria dos compostos não 

demonstrou atividade frente a esta forma evolutiva de T. cruzi (tabela 24). 
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Tabela 24 – Atividade tripanocida (IC50 em µg/mL e µM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis 

frente a epimastigotas de Trypanosoma cruzi (DM28). 

Compostos IC50 (µg/mL) IC50 (µM) 
JM-11 17,2 36,7 
JM-13 >100 >194,4 
JM-14 9,3 19,4 
JM-15 >100 >185 

LIZ-311 >100 >175,3 
LIZ-321 38,7 65,8 
LIZ-331 >100 >166,5 
LIZ-411 >100 >168,7 
LIZ-421 >100 >163,7 
LIZ-431 >100 >160,5 
LIZ-511 >100 >164,1 
LIZ-521 >100 >159,4 
LIZ-531 1,8 2,8 

Benzonidazol 0,8 3,1 
 Fonte: Elaborado pela autora (2022).  

 
 

O único composto que demonstrou atividade anti-epimastigota menor do que a 

droga de referência foi LIZ-531 (2,8 µM). 

 
4.2.2.2 Tripomastigota 

 
 

Além da atividade anti-epimastigota, também foi verificada a atividade anti- 

tripomastigota, que é a forma sanguínea circulante. Novamente, a maior parte dos 

compostos não demonstrou possuir atividade melhor que a droga de referência frente a 

esta forma evolutiva, com exceção de LIZ-311 (IC50 de 8,6 µM) que foi menor que a do 

benzonidazol, o qual teve IC50 de 14,6 µM (tabela 25). 

 
Tabela 25 – Atividade tripanocida (IC50 em µg/mL e µM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis 

frente a tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y). 

Compostos IC50 (µg/mL) IC50 (µM) 
JM-11 12,7 27,1 
JM-13 35,6 69,2 
JM-14 47,4 99,1 
JM-15 23,8 44 

LIZ-311 4,9 8,6 
LIZ-321 49,5 84,1 
LIZ-331 >100 >166,5 
LIZ-411 49,9 84,2 
LIZ-421 20,9 34,2 
LIZ-431 19 30,5 
LIZ-511 33,8 55,5 
LIZ-521 37,5 59,8 
LIZ-531 56,1 87,7 

Benzonidazol 3,8 14,6 
 Fonte: Elaborado pela autora (2022).  
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4.2.2.3 Amastigota 
 
 

Os compostos foram testados frente as formas intracelulares obrigatórias de T. 

cruzi, amastigotas, para finalizar a análise da atividade tripanocida. 

Com exceção de LIZ-331 (2 µM), a maioria dos compostos não demonstrou 

possuir atividade frente a esta forma evolutiva (tabela 26). Este composto foi quase três 

vezes mais ativo pra essa forma evolutiva do que o benzonidazol (5,7 µM). 

 
Tabela 26 – Atividade tripanocida (IC50 em µg/mL e µM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis 

frente a amastigota de Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuen). 

Compostos IC50 (µg/mL) IC50 (µM) 
JM-11 >20 >42,7 
JM-13 >20 >38,9 
JM-14 >20 >41,8 
JM-15 >20 >37 

LIZ-311 >20 >35,1 
LIZ-321 >20 >34 
LIZ-331 1,2 2 
LIZ-411 >20 >33,7 
LIZ-421 >20 >32,7 
LIZ-431 >20 >32,1 
LIZ-511 >20 >32,8 
LIZ-521 >20 >31,9 
LIZ-531 >20 >31,3 

Benzonidazol 1,5 5,7 
 Fonte: Elaborado pela autora (2022).  

 
 

4.2.3 Índice de seletividade (ISe) 
 
 

O índice de seletividade (ISe) foi feito para todas as formas evolutivas de T. cruzi, 

verificando-se o quanto os compostos foram ativos para os parasitos sem causar danos às 

células normais. O ISe consiste na razão entre a CC50 e a IC50. Quanto maior o ISe, mais 

específica para o parasito é a atividade do composto. Para obtenção dos ISe foram 

considerados os valores de citotoxicidade e atividade tripanocida em micromolar. Os 

valores precedidos pelo símbolo “menor que” (<) são considerados valores relativos, 

enquanto os não precedidos por esse símbolo são considerados como valores absolutos. 

Quando a CC50 é menor do que a IC50, significa que o composto não possui seletividade 

para aquela forma evolutiva (NS). 

Com relação à forma epimastigota de T. cruzi, a maioria dos compostos não 

demonstrou seletividade. Já o composto LIZ-531 foi mais seletivo para essa forma em 
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comparação aos quatro tipos celulares testados, com índices de seletividade chegando a 

ser 50 vezes mais seletivo para o parasito que para células fibroblásticas (tabela 27). 

 
Tabela 27 – Índices de seletividade (ISe) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis relativos à forma 

epimastigota de Trypanosoma cruzi. 

Compostos Esplenócito L929 HepG2 Raw 264.7 
JM-11 <5,8 <5,8 4,5 6,5 
JM-13 <1 <1 NS <2 
JM-14 <10,8 <10,8 2,9 <21,6 
JM-15 <1 <1 1 NS 

LIZ-311 NS NS NS NS 
LIZ-321 1,3 1,1 NS 1,8 
LIZ-331 <1 NS <1,4 NS 
LIZ-411 <1 NS NS NS 
LIZ-421 NS NS NS NS 
LIZ-431 NS NS NS NS 
LIZ-511 NS NS NS NS 
LIZ-521 <1 NS NS NS 
LIZ-531 33,3 32,5 27,3 50 

Benzonidazol 21,9 57,5 113,2 39,9 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: NS = Não Seletivo. 
 
 

Para a forma tripomastigota, as seletividades foram variadas; no entanto, o 

composto que se mostrou mais seletivo foi LIZ-311, chegando a ser 19 vezes mais 

seletivo para esta forma do que para os macrófagos (tabela 28). 

 
 

Tabela 28 – Índices de seletividade (ISe) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis relativos à forma 

tripomastigota de Trypanosoma cruzi. 

Compostos Esplenócito L929 HepG2 Raw 264.7 
JM-11 <7,9 <7,9 2,8 8,7 
JM-13 <2,8 <2,8 2 <5,6 
JM-14 <2,1 <2,1 NS <4,2 
JM-15 <4,2 <4,2 4,3 3,7 

LIZ-311 7,8 6,6 13,3 19,7 
LIZ-321 1 NS NS 1,4 
LIZ-331 <1 NS >1,4 NS 

LIZ-411 > NS NS NS 

 
 
 
 
 
 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: NS = Não Seletivo. 

 <2  
LIZ-421 2,4 2,4 1,8 2,8 
LIZ-431 1,8 2,6 1,6 2,1 
LIZ-511 1,5 1,8 NS NS 
LIZ-521 <2,7 NS 1 1,3 
LIZ-531 1,1 1 NS 1,8 

Benzonidazol 4,7 12,2 24 8,5 
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Para a forma amastigota, LIZ-331 foi o único composto seletivo, sendo 117 vezes 

mais seletivo para o parasito que para as células hepáticas (tabela 29). 

 
Tabela 29 – Índices de seletividade (ISe) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazóis relativos à forma 

amastigota de Trypanosoma cruzi. 

Compostos Esplenócito L929 Hepg2 Raw 264.7 
JM-11 <5 >5 <1,8 5,5 
JM-13 <5 >5 <3,5 <10 
JM-14 <5 >5 <1,4 <10 
JM-15 <5 >5 <5,1 4,4 

LIZ-311 <1,9 1,6 <3,2 4,8 
LIZ-321 <2,5 >2,2 <1,7 <3,5 
LIZ-331 <83,3 12,8 117,6 62,1 
LIZ-411 <5 >1,7 <1,3 <1,3 
LIZ-421 <2,5 >2,5 <1,9 <3 
LIZ-431 <1,7 >2,4 <1,6 <2 
LIZ-511 <2,5 >3,1 <1,3 <1,6 
LIZ-521 <5 >1,1 <1,9 <2,5 
LIZ-531 <3 >2,9 <2,4 <5 

Benzonidazol 11,9 31,3 61,6 21,7 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: NS = Não Seletivo. 
 
 

4.2.4 Atividade imunomoduladora 
 
 

4.2.4.1 Dosagem de óxido nítrico (ON) 
 
 

Para avaliar a produção de ON por macrófagos não-infectados, essas células foram 

estimuladas com diferentes concentrações dos compostos. A maioria dos compostos não 

induziu a produção de ON (dados não mostrados), com exceção de JM-14, LIZ-311, LIZ- 

431 e LIZ-531. 

Os compostos LIZ-311, LIZ-431 e LIZ-531 induziram a produção de ON apenas 

na maior concentração de composto testada (200 µg/mL). Observando o gráfico 8, é 

possível verificar que a indução efetuada por LIZ-531 (5 µM) foi duas vezes maior que a 

promovida por LIZ-311 (2,5 µM), enquanto LIZ-431 produziu 4,1 µM de ON. 
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Gráfico 8 – Produção de óxido nítrico após estímulo de macrófagos com 200 µg/mL dos compostos LIZ- 

311, LIZ-431 e LIZ-531. 
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Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: LPS = lipopolissacarídeo, ST = Sem tratamento. 
 
 

Com relação a indução de ON por JM-14, foi possível verificar uma dose- 

dependência apenas nas três maiores concentrações testadas (50, 100 e 200 µg/mL 

(gráfico 9). Devido a isso, essas são as concentrações exibidas. 

 
Gráfico 9 – Produção de óxido nítrico após estímulo de macrófagos com o composto JM-14. 
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Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: ST = Sem tratamento (apenas células e meio de cultura). 
 
 

Na maior concentração, houve uma forte produção de ON, aproximadamente 20 

µM, cerca de 22 vezes mais que o LPS (0,9 µM) e esse composto foi o maior indutor 

testado. 
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4.2.4.2 Dosagem de citocinas 
 
 

Como apenas LIZ-311 e LIZ-331 terem atividade frente às formas evolutivas 

presentes no hospedeiro mamífero (tripomastigotas e amastigotas, respectivamente), o 

ensaio de dosagem de citocina foi conduzido apenas com essas moléculas. Após serem 

feitos os estímulos nas culturas dos esplenócitos com a IC50 para tripomastigotas (LIZ- 

311) e para amastigotas (LIZ-331), foi feita a dosagem das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL- 

2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 nos sobrenadantes coletados em 24h, 48h, 72h e 6 dias. 

A comparação da produção de citocinas pelo composto LIZ-311 foi realizada 

considerando-se as IC50 (1x, 2x e 4x) do benzonidazol frente a tripomastigotas. Para as 

análises comparativas entre LIZ-331 e a droga de referência, foram utilizadas as IC50 (1x, 

2x e 4x) do benzonidazol frente a amastigotas. Os valores de citocinas induzidos pelo 

mitógeno ConA para cada tempo de cada citocina estão descritos nas legendas dos 

gráficos. 

Analisando a produção de TNF-α, foi possível observar que LIZ-311 e LIZ-331 

induziram a produção dessa citocina (gráfico 10). No tempo de 24h, as 3 concentrações 

de LIZ-311 testadas induziram de maneira significativa a produção dessa citocina. A 

partir de 48h, apenas 2x e 4x a IC50 foram efetivas na indução. Acerca de LIZ-331, no 

tempo de 48h, as concentrações de 2x a IC50 desse composto induziram a produção de 

TNF-α. Por outro lado, no tempo de 6 dias foram as concentrações de 1x e 4x IC50 desse 

composto que foram efetivas. Ou seja, não houve homogeneidade na produção entre os 

tempos. 
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Gráfico 10 – Indução da produção da citocina TNF-α pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331. 
 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) 24h de incubação, (B) 48h de incubação, (C) 72h de incubação, (D) 6 dias de incubação; 

BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relação ao basal; ª = p< 0,05 em relação aos tratamentos com 1x, 

2x, e 4x IC50 do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplenócitos e meio de cultura); tripo = 

IC50 relativa à forma evolutiva tripomastigota; ama = IC50 relativa à forma evolutiva amastigota. Valores 

do ConA em cada tempo: 24h (51,06 pg/mL), 48h (131,27 pg/mL), 72h (495,32 pg/mL), 6 dias (469,97 

pg/mL). 

 
No que refere à produção da citocina IFN-γ, nos tempos de 24h, 48h e 6 dias, 

apenas LIZ-311 (4x IC50) induziu de maneira significativa a produção dessa citocina, 

tanto com relação ao basal, quanto aos tratamentos com o benzonidazol (gráfico 11). 
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Gráfico 11 – Indução da produção da citocina IFN-γ pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331. 
 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) 24h de incubação, (B) 48h de incubação, (C) 72h de incubação, (D) 6 dias de incubação; 

BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relação ao basal; ª = p< 0,05 em relação aos tratamentos com 1x, 

2x, e 4x IC50 do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplenócitos e meio de cultura); tripo = 

IC50 relativa à forma evolutiva tripomastigota; ama = IC50 relativa à forma evolutiva amastigota. Valores 

do ConA em cada tempo: 24h (29,45 pg/mL), 48h (244,18 pg/mL), 72h (743,97 pg/mL), 6 dias (636,52 

pg/mL). 

 

Apenas o composto LIZ-311 induziu a produção da citocina IL-2 nos tempos de 

24h, 48h e 6 dias (gráfico 12). No tempo de 24h, as concentrações de 2x e 4x a IC50 foram 

efetivas, enquanto no tempo de 48h todas as concentrações foram capazes de induzir a 

produção dessa citocina. Após 6 dias de incubação, apenas a concentração de 4x a IC50 

de LIZ-311 causou estímulo da produção de IL-2. 
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Gráfico 12 – Indução da produção da citocina IL-2 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331. 
 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) 24h de incubação, (B) 48h de incubação, (C) 72h de incubação, (D) 6 dias de incubação; 

BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relação ao basal; ª = p< 0,05 em relação aos tratamentos com 1x, 

2x, e 4x IC50 do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplenócitos e meio de cultura); tripo = 

IC50 relativa à forma evolutiva tripomastigota; ama = IC50 relativa à forma evolutiva amastigota. Valores 

do ConA em cada tempo: 24h (40,3 pg/mL), 48h (101,18 pg/mL), 72h (18,42 pg/mL), 6 dias (0 pg/mL). 

 

Apenas o composto LIZ-311 induziu a produção de IL-4 (gráfico 13). Houve 

produção dessa citocina nos tempos de 24h, 48h e 6 dias. Após 24h de incubação, as 

concentrações de 2x e 4x a IC50 foram indutoras, enquanto após 48h e 6 dias, apenas a 

concentração de 4x a IC50 foi efetiva. 
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Gráfico 13 – Indução da produção da citocina IL-4 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331. 
 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) 24h de incubação, (B) 48h de incubação, (C) 72h de incubação, (D) 6 dias de incubação; 

BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relação ao basal; ª = p< 0,05 em relação aos tratamentos com 1x, 

2x, e 4x IC50 do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplenócitos e meio de cultura); tripo = 

IC50 relativa à forma evolutiva tripomastigota; ama = IC50 relativa à forma evolutiva amastigota. Valores 

do ConA em cada tempo: 24h (1,6 pg/mL), 48h (22,33 pg/mL), 72h (64,38 pg/mL), 6 dias (0,11 pg/mL). 

 

Houve produção da citocina IL-6 tanto por LIZ-311 quanto por LIZ-331 (gráfico 

14). O composto LIZ-311 induziu nos tempos de 24h, 48h e 6 dias, enquanto LIZ-331 

induziu nos tempos de 48h e 6 dias. Com relação à indução promovida por LIZ-331: após 

24h de incubação, apenas 4x IC50 estimulou a produção, após 48h todas as concentrações 

foram efetivas e após 6 dias 2x e 4x a IC50 foram efetivas. Com relação à indução 

promovida por LIZ-331: decorridas 48h de incubação, a concentração de 2x IC50 foi 

efetiva, enquanto após 6 dias foi a concentração de 1x a IC50. 
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Gráfico 14 – Indução da produção da citocina IL-6 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331. 
 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) 24h de incubação, (B) 48h de incubação, (C) 72h de incubação, (D) 6 dias de incubação; 

BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relação ao basal; ª = p< 0,05 em relação aos tratamentos com 1x, 

2x, e 4x IC50 do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplenócitos e meio de cultura); tripo = 

IC50 relativa à forma evolutiva tripomastigota; ama = IC50 relativa à forma evolutiva amastigota. Valores 

do ConA em cada tempo: 24h (1,36 pg/mL), 48h (9,53 pg/mL), 72h (33,52 pg/mL), 6 dias (67,79 pg/mL). 

 

No gráfico 15 é possível observar que o composto LIZ-311 foi o único indutor da 

citocina IL-10 nas concentrações de 2x e 4x a IC50 e nos tempos testados, exceto em 72h. 
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Gráfico 15 – Indução da produção da citocina IL-10 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331. 
 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) 24h de incubação, (B) 48h de incubação, (C) 72h de incubação, (D) 6 dias de incubação; 

BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relação ao basal; ª = p< 0,05 em relação aos tratamentos com 1x, 

2x, e 4x IC50 do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplenócitos e meio de cultura); tripo = 

IC50 relativa à forma evolutiva tripomastigota; ama = IC50 relativa à forma evolutiva amastigota. Valores 

do ConA em cada tempo: 24h (0 pg/mL), 48h (0 pg/mL), 72h (35,21 pg/mL), 6 dias (13,39 pg/mL). 

 

O composto LIZ-311 foi o único indutor da citocina IL-17 (gráfico 16). Houve 

indução da produção dessa citocina nos tempos testados, exceto em 72h. Após 24h e após 

6 dias de incubação, apenas 4x a IC50 desse composto foi capaz de induzir produção. 

Acerca do tempo de 48h, tanto 2x quanto 4x a IC50 foram concentrações efetivas. 
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Gráfico 16 – Indução da produção da citocina IL-17 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331. 
 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) 24h de incubação, (B) 48h de incubação, (C) 72h de incubação, (D) 6 dias de incubação; 

BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relação ao basal; ª = p< 0,05 em relação aos tratamentos com 1x, 

2x, e 4x IC50 do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplenócitos e meio de cultura); tripo = 

IC50 relativa à forma evolutiva tripomastigota; ama = IC50 relativa à forma evolutiva amastigota. Valores 

do ConA em cada tempo: 24h (0 pg/mL), 48h (0,15 pg/mL), 72h (29,00 pg/mL), 6 dias (563,67 pg/mL). 

 

4.2.5 Análise de morte celular 
 
 

4.2.5.1 Anexina V e 7-AAD 
 
 

As formas tripomastigotas foram tratados com 1x e 2x a IC50 dos compostos e 

marcados com anexina-V (AV) e 7-AAD para avaliar qual tipo de morte celular os 

compostos induziam. Anexina-V é lido no canal FL1-H do citômetro de fluxo e 7-AAD, 

no canal FL3-H. Como o composto LIZ-311 foi o único que demonstrou IC50 menor que 

o benzonidazol, sendo o único a ser testado para análise de morte celular para 

tripomastigota. 
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Foram considerados parasitos em morte por apoptose inicial aqueles marcados 

pela anexina-V (AV) apenas. A AV se liga à fosfatidilserina da membrana das células, 

que quando estão em apoptose, expõem essa fosfatidilserina para o meio externo. 

Enquanto que células em necrose estão bastante danificadas e um dos fenômenos é a 

maior exposição nuclear ao meio externo, fazendo com que o marcador 7-AAD possa se 

ligar a essas células. Consequentemente, células marcadas pelo 7-AAD foram 

consideradas em necrose. Já células duplamente marcadas com AV e 7-AAD podem ser 

consideradas tanto em apoptose tardia como em necrose. Aqui, essa dupla marcação foi 

considerada como apoptose tardia. 

Após o tratamento dos tripomastigotas com 1x a IC50 do composto LIZ-311, foi 

possível verificar a indução dos três tipos de morte celular em comparação ao controle 

não tratado (17ª), onde também pode ser visualizada as porcentagens de parasitos 

marcados. 

No entanto, apenas a indução de apoptose inicial e tardia foi estatisticamente 

diferente do controle sem tratamento (p<0,05). Ou seja, não houve indução de necrose 

nesse tratamento e houve maior porcentagem de parasitos marcados para apoptose inicial 

(5,99%). 

No tratamento com 2x a IC50, houve indução de apoptose inicial e tardia com 

diferença estatística em relação ao controle sem tratamento (p<0,05). Além disso, houve 

uma diminuição da porcentagem de parasitos marcados para necrose (p<0,05). Da mesma 

maneira que o tratamento com 1x a IC50, a maior porcentagem de parasitos marcados foi 

para apoptose inicial (4,05%). 

Também foi feito o tratamento dos tripomastigotas com o 1x e 2x a IC50 do 

benzonidazol para esta forma evolutiva (gráfico 17). Em ambos os tratamentos, houve 

indução dos três tipos de morte celular com diferença estatisticamente significativa para 

o controle não tratado (p<0,05). Quando tratado com 2x a IC50, a porcentagem de 

parasitos marcados para apoptose, tanto tardia quanto inicial, teve um aumento de cinco 

vezes para apoptose tardia e de três vezes para apoptose inicial. 

Não houve diferença estatística para a necrose entre o composto LIZ-311 e o 

benzonidazol, tanto no tratamento com 1x quanto com 2x a IC50. Ou seja, ambos 

induziram esse tipo de morte celular de maneira equivalente. Já para apoptose inicial, 

houve diferença (p<0,05) entre LIZ-311 e o benzonidazol em ambos os tratamentos, com 

o benzonidazol induzindo mais esse tipo de morte celular (gráficos 17D e E). Para 

apoptose tardia, houve diferença (p<0,05) apenas no tratamento com 2x a IC50, tendo o 
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(E) 
0,13% 2,31% 

88,7% 8,8% 

 

benzonidazol induzido quase oito vezes mais esse tipo de morte. No tratamento com 1x 

a IC50, a indução desse tipo de morte celular foi igual entre ambos (LIZ-311 e a droga de 

referência). 

 
Gráfico 17 – Dot plots do perfil de morte celular (Anexina-V/Iodeto de propídio) avaliado por citometria 

de fluxo. 

  
 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) Controle sem tratamento, (B) tratamento com 1x a IC50 do composto LIZ-311, (C) 

tratamento com 2x a IC50 do composto LIZ-311, (D) tratamento com 1x a IC50 do Benzonidazol, (E) 

tratamento com 2x a IC50 do Benzonidazol. A AV é lida no canal FL1-H enquanto o 7AAD é lido em 

FL3-H. 

(B) 
0,21% 2,05% 

91,75% 5,99% 

(D) 
0,1% 11,9% 

60,85% 27,15% 

(A) 
0,32% 0,63% 

97,45% 1,6% 

(C) 
0,09% 1,53% 

94,35% 4,05% 
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(A) 84,12% 12,18% 

0,16% 3,74% 

(B) 59% 39,54% 

0,03% 2,22% 

(D) 
53,22% 39,92% 

0,03% 7,09% 

(C) 
60,28% 34,82% 

0,03% 5,46% 

(E) 
70,4% 22,92% 

0,06% 7,02% 

 

4.2.5.2 Calceína/homodímero de etídio 
 
 

Este ensaio teve como objetivo esclarecer se os parasitos duplamente negativos 

para AV/PI estavam, de fato, vivos. Ele é composto por dois marcadores: a calceína (Cal) 

e o homodímero de etídio (EthD). O primeiro é lido no canal FL1-H e o segundo no canal 

FL3-H. As células marcadas com o a calceína são consideradas vivas, pois indica que a 

função esterase celular está em atividade. As células marcadas com o EthD são 

consideradas mortas, pois esse é um marcador que só atravessa membranas celulares não- 

íntegras. As células duplamente marcadas estão em processo de morte celular. 

No tratamento com LIZ-311, houve um aumento dose-dependente dos parasitos 

EthD+, onde a porcentagem de parasitos marcados foi 2,46 vezes maior no tratamento 

com 2x a IC50 (gráfico 18). 

 
Gráfico 18 – Dot plots do perfil de morte celular (Calceína/homodímero de etídio) avaliado por citometria 

de fluxo. 
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Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: (A) Controle sem tratamento, (B) tratamento com 1x a IC50 do composto LIZ-311, (C) 

tratamento com 2x a IC50 do composto LIZ-311, (D) tratamento com 1x a IC50 do Benzonidazol, (E) 

tratamento com 2x a IC50 do Benzonidazol. A calceína é lida no canal FL1-H enquanto o homodímero de 

etídio é lido em FL3-H. 

 

Como no ensaio de marcação com AV/PI, excluindo-se os parasitos vivos (Cal+), 

a população com maior porcentagem de marcação pra todos os tratamentos foi a 

duplamente marcada. No tratamento com o benzonidazol, houve uma redução dose- 

dependente dos parasitos duplamente positivos (em processo de morte celular) e 

praticamente não houve alteração nos parasitos marcados com o homodímero de etídio 

(EthD+) entre as duas concentrações testadas (gráfico 18). 

Em comparação ao ensaio com AV/PI, houve uma redução na porcentagem de 

parasitos vivos, tanto em relação aos tratamentos, quanto aos controles. 

 
4.2.5.3 Laranja de acridina e rodamina 

 
 

A marcação dos tripomastigotas com laranja de acridina e rodamina também foi 

feita para melhor compreender o mecanismo de morte celular induzido pelos compostos. 

O primeiro é um marcador de compartimentos ácidos, enquanto que o segundo é um 

marcador de potencial de membrana mitocondrial. Sendo assim, alterações da 

fluorescência desses dois marcadores indicam alterações em seus respectivos 

compartimentos. 

No histograma de sobreposição para este marcador (gráfico 19) é possível ver a 

variação na fluorescência nos tratamentos com LIZ-311 (verde escuro e laranja) e 

benzonidazol (azul e verde claro) em relação ao controle sem tratamento (vermelho). 

Como o composto LIZ-311 foi o único que demonstrou IC50 menor que o benzonidazol, 

ele foi o único a ser testado para análise de morte celular para tripomastigota. 
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Gráfico 19 – Histograma de sobreposição (laranja de acridina) da avaliação por citometria de fluxo do 

tratamento com LIZ-311 e benzonidazol. 

 
FLH-3 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: O tratamento com 1x a IC50 do benzonidazol (BZN) está representado em azul, enquanto o 

tratamento com 2x a IC50 está representado em verde claro. A linha em vermelho é referente ao controle 

sem tratamento marcado com laranja de acridina (ST). Em verde escuro está o tratamento com 1x a IC50 

do composto LIZ-311 e em laranja está o tratamento com 2x a IC50 desse composto. A rodamina é lida no 

canal FL1-H enquanto a laranja de acridina é lida em FL3-H. 

 

Após o tratamento dos tripomastigotas com 1x e 2x a IC50 do composto LIZ-311 

para essa forma evolutiva e da marcação dos parasitos com laranja de acridina, os índices 

de variação da fluorescência (IV) foram respectivamente +0,1 e -0,2. Ou seja, com o 

aumento da concentração, há uma diminuição dos compartimentos ácidos. Esse resultado 

está alinhado tanto com o controle positivo (saponina a 0,1%) em que o IV foi de -0,6, 

quanto com o tratamento com o benzonidazol, onde os IV para os tratamentos com 1x e 

2x a IC50 foram -0,4 e -0,6. 
Com relação à marcação com rodamina, no histograma de sobreposição para este 

marcador (gráfico 20) é possível ver a discreta variação da fluorescência nos tratamentos 

com LIZ-311 (azul claro e verde) e benzonidazol (preto e roxo) em relação ao controle 

sem tratamento (vermelho), além da semelhança de variação entre os tratamentos. 
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Gráfico 20 – Histograma de sobreposição (rodamina) da avaliação por citometria de fluxo do tratamento 

com LIZ-311 e benzonidazol. 

 
FLH-1 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

Legenda: O tratamento com 1x a IC50 do benzonidazol (BZN) está representado em preto, enquanto o 

tratamento com 2x a IC50 está representado em roxo. A linha em vermelho é referente ao controle sem 

tratamento marcado com rodamina (ST). Em azul claro está o tratamento com 1x a IC50 do composto 

LIZ-311 e em verde está o tratamento com 2x a IC50 desse composto. A rodamina é lida no canal FL1-H 

enquanto a laranja de acridina é lida em FL3-H. 

O IV do tratamento com 1x a IC50 de LIZ-311 foi de -0,2 e do tratamento com 2x 

a IC50 foi de -0,3, ou seja, houve uma discreta diminuição com o aumento da 

concentração. O contrário ocorreu no tratamento com o benzonidazol, onde o IV de 1x a 

IC50 foi de -0,4 e aumentou discretamente para 0,3 no tratamento com 2x a IC50. No 

entanto, os IVs dos tratamentos com LIZ-311 e com o benzonidazol foram bastante 

semelhantes. 
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5 DISCUSSÃO 
 
 

Os compostos testados no presente trabalho foram desenhados tendo como alvo 

uma cisteíno-protease de T. cruzi, a cruzaína, a qual é um alvo validado para os estudos 

de novos compostos para a doença de Chagas (ÁLVAREZ; NIEMIROWICZ; 

CAZZULO, 2012; CAZZULO, 2002). O principal modo de ação dos compostos que 

inibem as cisteíno-proteases é pela interrupção da produção das enzimas e do transporte 

delas para lisossomos, pois elas são enzimas lisossomais (APT, 2010). 

Inicialmente, os compostos foram testados para essa enzima; no entanto, não 

houve grande diferença de score entre os compostos com maior e menor ranqueamentos, 

o que nos encorajou a realizar os estudos in silico dos compostos em outros importantes 

alvos de T. cruzi descritos na literatura, como esqualeno sintase, 14-alfa demetilase e 

tripanotiona redutase (LIÑARES, 2018; SCARIM et al., 2018;). Do ponto de vista in 

silico, os compostos demonstraram uma maior afinidade (scores) pelas enzimas 

esqualeno sintase e 14-alfa demetilase. Com relação à 14-alfa demetilase, os compostos 

interagiram com o grupo Heme dessa enzima, o que é descrito na literatura como um 

importante passo na estabilização dos compostos na estrutura das enzimas (LEPESHEVA 

et al., 2010). 

Adicionalmente, foram utilizadas bases de dados bem descritas na literatura para 

se buscar alvos preditos, tanto de toxicidade quanto de atividade tripanocida. Ao buscar 

por possíveis alvos para T. cruzi, o único alvo desse parasito indicado para os compostos 

foi a cruzaína. Quando as moléculas foram examinadas na base de dados ProTox-II, um 

possível alvo foi apontado: a enzima MAOA humana. 

As enzimas monoamina oxidase humanas (MAO) são envolvidas no metabolismo 

de diferentes xenobióticos, mais especificamente metabolizando aminas em aldeídos 

(FOTI; DALVIE, 2016). Há duas enzimas que fazem parte dessa família, MAOA e a 

MAOB, as quais se diferem pelos substratos preferenciais e inibidores (YOUDIM; 

EDMONDSON; TIPTON, 2006). Devido a isso, não é interessante que esses compostos 

inibam fortemente essas enzimas, pois isso pode levar a uma menor depuração dos 

mesmos. Quando os compostos foram submetidos à base de dados SEA, essas mesmas 

enzimas apareceram como possíveis alvos entre os melhores ranqueados. Isso nos 

encorajou a prosseguir com o docking dos compostos frente a essas enzimas, utilizando 

as abordagens in silico para avaliar a capacidade que os compostos têm de inibir essa 
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enzima. 

Ao analisar os resultados de docking para essas enzimas foi possível observar que 

o composto JM-13 (isômero Z) foi o quinto ranqueado para MAOA e os seus dois 

isômeros foram os 2 primeiros ranqueados para MAOB, corroborando com os achados 

nas bases de dados. Apesar disso, esses compostos não foram tóxicos nas células testadas, 

sugerindo que pode haver outras características que influenciem na toxicidade dos 

mesmos. 

Além de estarem envolvidas no metabolismo de xenobióticos, essas enzimas são 

implicadas no metabolismo de neurotransmissores como adrenalina, noradrenalina e 

dopamina, estando relacionadas com doenças do sistema nervoso central (YOUDIM, 

2018). Com isso, sugerimos que os compostos da série JM sejam investigados 

futuramente com relação à atividade em doenças neurodegenerativas. 

Adicionalmente, o docking molecular foi utilizado para avaliar a interação das 

moléculas com alvos do sistema imune. Esta abordagem vem sendo utilizada na literatura 

para investigar o potencial imunomodulador de moléculas testadas contra câncer, asma, 

anti-inflamatórias, entre outras (ALAM; KHAN, 2018; JOHNSON et al., 2020; 

NAKAMURA et al., 2017). As moléculas testadas no presente trabalho demonstraram 

maior afinidade geral pelos alvos da resposta imune inata (TLR2 e TLR4), enquanto para 

os alvos da resposta imune adaptativa (receptores de citocinas) as afinidades foram 

semelhantes entre si. Os compostos da série JM, em especial JM-13, demostraram ter 

potencial imunomodulador in silico. É válido frisar que o composto JM-13 foi o melhor 

ranqueado para 7 dos 9 alvos do sistema imune testados e, para os 9 alvos testados, os 

compostos dessa série estavam sempre entre os 10 melhores ranqueados. 

Destaca-se que, classicamente, TNF-α e IFN-γ estão envolvidos na produção de 

ON, principalmente por macrófagos (MUÑOZ-FERNANDEZ; FERNÁNDEZ; 

FRESNO, 1992). O composto LIZ-311 esteve entre os 10 melhores ranqueados para 

TNFR e IFNGR e os compostos LIZ-431 e JM-14 entre os 10 melhores ranqueados para 

IFNGR, além de terem induzido in vitro a produção de ON. O composto LIZ-531, que 

também induziu a produção in vitro de ON, teve uma diferença de apenas 0,8 kcal/mol 

para o melhor ranqueado tanto no docking com TNFR quanto IFNGR. 

Parâmetros de farmacocinética e farmacodinâmica são extremamente importantes 

dentro da cadeia farmacêutica para a descoberta de novos fármacos (PELLEGATTI, 

2012). A predição in silico de parâmetros de ADME e toxicidade tem se mostrado de 

grande importância e seu uso na pesquisa vem sendo cada vez mais encorajado 
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(ALQAHTANI, 2017). Utilizando a ferramenta SwissADME, foi possível verificar que 

no geral os compostos são pouco hidrossolúveis e mais lipossolúveis, o que pode diminuir 

a biodisponibilidade oral dos mesmos (NEWBY; FREITAS; GHAFOURIAN, 2015). 

Isso fica mais claro ao ser observado a possibilidade dos compostos em serem absorvidos 

pelo trato gastrointestinal em que a maioria foi classificada tendo baixa chances de 

absorção por essa via. 

Estas características de biodisponibilidade preditas não representam, 

necessariamente, um impedimento tecnológico para continuar os estudos com estas 

moléculas. A tecnologia farmacêutica tem à disposição recursos sofisticados para 

sobrepujar problemas de baixa biodisponibilidade (LIU et al., 2016). Uma dessas 

tecnologias de sistemas de drug delivery é o uso de carreadores, como nanopartículas, 

nanovesículas e a ciclodextrina (oligossacarídeo), os quais tem sido testados para a 

utilização no tratamento da doença de Chagas (ARRÚA et al., 2019; LEONARDI; 

BOMBARDIERE; SALOMON, 2013; QUEZADA et al., 2019). Além dessas, outras 

abordagens também têm sido investigadas, como o uso de lipossomas, emulsões, auto- 

emulsões, micro-emulsões, micropartículas, sistemas líquidos entre outros (FERRAZ et 

al., 2018; GUPTA; KESARLA; OMRI, 2013; MAZZETI et al., 2020). 

Outra característica importante a ser investigada é a capacidade de um composto 

em transpassar a barreira hematoencefálica. Nenhum composto demonstrou 

predisposição in silico para atravessá-la. Como a doença de Chagas não tem implicação 

direta em problemas do sistema nervoso central, é interessante que essas moléculas não a 

atravessem (UPADHYAY, 2014). 

Além destas, também foi avaliada a ligação à glicoproteína P (P-gP). A P-gP é 

uma proteína de transporte que se localiza na membrana plasmática de diferentes células, 

principalmente naquelas envolvidas em eliminação de substâncias (BRINKMANN; 

EICHELBAUM, 2001). A interação dos compostos com essa proteína pode levar tanto à 

sua absorção, quanto a uma maior predisposição à interação droga-droga (LUND; 

PETERSEN; DALHOFF, 2017). A maioria dos compostos pode ser um substrato para 

essa proteína de transporte. Outras proteínas são envolvidas na depuração de fármacos, 

são elas as proteínas da superfamília do citocromo P450 (CYP), as quais possuem um 

grupamento Heme ligado à apoproteína por uma cisteína (URLACHER; GIRHARD, 

2019). Inibir essas proteínas pode levar à interações medicamentosas, bem como ao 

acúmulo de medicamentos e/ou de seus metabólitos (GUENGERICH, 2008). Grande 

parte dos compostos testados não inibe as proteínas dessa família (com exceção da enzima 
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CYP3A4). 

O druglikeness é um conceito que compara propriedades de moléculas (candidatos 

à fármacos) em desenvolvimento com fármacos que já foram aprovadas (MIGNANI et 

al., 2018). Existem diferentes regras que podem indicar que um composto possui bom 

druglikeness, como por exemplo as regras de Lipinksi, Ghose, Vebber, Egan e Muegge. 

Se um composto viola alguns critérios destas regras, ele pode ter um menor potencial para 

ser implementado no mercado. Os compostos testados no presente projeto violaram de 

maneira variável alguns critérios destas regras previamente citadas. 

Outro fator recentemente introduzido nesse contexto é o score de 

biodisponibilidade (SB). O SB é formulado como a probabilidade de um composto ter 

biodisponibilidade maior que 10% em ratos ou permeabilidade possível de ser mensurada 

em células Caco-2, levando em consideração fatores como por exemplo, a área de 

superfície polar das moléculas e a regra do cinco de Lipinski (MARTIN, 2005). A partir 

disso, é calculado o SB em que compostos que possuem score de 0,55 têm características 

de druglikeness e 0,17 não têm essas características. Apenas dois compostos obtiveram 

SB de 0,55, ou seja, possuem características compatíveis com druglikeness segundo esse 

índice, que foram JM-11 e JM-14. 

Diferentes ensaios tanto in silico, in vitro quanto in vivo são necessários para se 

chegar a um efetivo tratamento medicamentoso. A toxicidade é um importante ponto a 

ser investigados nesse processo (PARASURAMAN, 2011), pois ajuda na predição de 

possíveis efeitos adversos que um determinado composto pode vir a causar (AROME; 

CHINEDU, 2013). Além disso, é considerada um ponto-chave na continuidade dos 

estudos pré-clínicos (ASTASHKINA; MANN; GRAINGER, 2012). Com isso, é 

importante testar o efeito dos compostos em diferentes células e em diferentes etapas do 

seu metabolismo, para ter uma visão mais ampla de sua ação frente aos diferentes tipos 

celulares. 

Em nosso trabalho, optamos por testar a citotoxicidade frente a células do sistema 

imune como macrófagos e esplenócitos, pois um de nossos objetivos foi analisar a 

atividade imunomoduladora nessas células. Portanto, os compostos não deveriam ser 

tóxicos frente a essas células. Já os fibroblastos são as células mais encontradas no 

coração, um dos principais órgãos afetados pela doença, bem como são umas das células 

afetadas pela infecção por T. cruzi (BAUDINO et al., 2006; GUIMARÃES-PINTO et al., 

2018). Além disso, os fibroblastos são as células utilizadas para os ensaios in vitro com 

as formas amastigotas, fazendo-se necessário verificar se os compostos não estão sendo 
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tóxicos para elas, o que influenciaria no resultado da atividade anti-amastigota. As células 

hepáticas são essenciais no metabolismo de xenobióticos e a testagem in vitro de 

toxicidade frente a esse tipo celular vem cada vez mais sendo encorajado (SOLDATOW 

et al., 2013). 

Frente a hepatócitos, nenhum composto foi menos tóxico que a droga de 

referência. Dentre os outros 3 diferentes tipos celulares testados, a maioria dos compostos 

demonstrou ser menos tóxica que a droga de referência. Frente a esplenócitos e 

fibroblastos, a droga menos tóxica foi JM-11, já frente a macrófagos foi JM-14. A única 

diferença estrutural entre esses dois compostos é a presença de dois átomos de cloro como 

substituintes em JM-11. O JM-14 possui apenas um átomo de bromo como substituinte 

no primeiro anel benzênico. Além disso, foi observado que as moléculas preditas como 

atóxicas para células imunes pela base de dados ProTox-II, de fato foram atóxicas nos 

testes in vitro de citotoxicidade frente a esplenócitos. 

Estes mesmos compostos apresentaram também uma predição in silico de alta 

absorção pelo TGI, sem atravessar a BHE, além de score de biodisponibilidade (SB) 

compatível com druglikeness. Esse conjunto de fatores indicam boas características de 

druglikeness. Vale salientar que a maioria dos compostos demonstrou valores de 

citotoxicidade bem variados entre os tipos celulares. Fica clara a importância de se testar 

o efeito dos compostos em diferentes células e em diferentes etapas do seu metabolismo, 

para ter uma visão mais ampla de sua ação frente aos diferentes tipos celulares. 

Além da atividade citotóxica, é importante que se investigue a ação dos compostos 

frente às formas evolutivas de T. cruzi, pois espera-se que os compostos sejam mais ativos 

que a droga de referência (BUSTAMANTE; TARLETON, 2011). O composto LIZ-531 

apresentou melhor IC50 que a droga de referência frente a epimastigotas. Já para 

tripomastigotas, LIZ-311 demonstrou melhor atividade e, para amastigotas, LIZ-331. 

A única diferença estrutural entre LIZ-311 e LIZ-331 é que o último possui um 

grupamento metóxi ligado ao último anel benzênico da estrutura do composto. Já LIZ- 

531 possui dois átomos de cloro no primeiro anel benzênico. Para que um composto seja 

ativo para amastigotas é importante que ele atravesse a barreira da célula que está 

infectada e posteriormente a barreira da membrana do amastigota. Brand e colaboradores 

(2017) observaram que compostos com maior número de grupamentos metóxi possuíam 

melhor atividade tripanocida. O mesmo ocorreu com derivados 1,3-tiazóis testados por 

Gomes e colaboradores (2016), em que foi visto melhora na atividade tripanocida no 

composto que possuía um grupamento metóxi em C4. Além disso, compostos derivados 
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da amidina testados contra Leishmania amazonensis aumentaram a sua atividade anti- 

amastigota quando possuíam esse grupamento como substituinte (TEMPORAL et al., 

2005). 

Como é possível notar pelos dados de lipofilicidade, o grupamento metóxi 

aumentou a lipofilicidade conferida a LIZ-331 em comparação a LIZ-311, o que pode 

auxiliar na sua ação anti-amastigota. Dos três melhores compostos para cada forma 

evolutiva, o composto LIZ-331 foi o que demonstrou melhor seletividade para o parasito 

em relação aos três tipos celulares testados. 

Estudos demonstrando a importância do entendimento de como um composto 

interage com o sistema imune nos estudos para a doença de Chagas têm sido descritos 

(BRAZÃO et al., 2015). Nesse trabalho, buscamos entender como os compostos 

influenciam na produção de diferentes citocinas importantes no curso da doença de 

Chagas. O equilíbrio entre os perfis Th1 e Th2 é importante na imunopatogênese da 

doença de Chagas, sendo as citocinas do perfil Th1 consideradas protetoras e as do perfil 

Th2 sendo consideradas de suscetibilidade à doença de Chagas (GUEDES et al., 2009; 

KUMAR; TARLETON, 2001). 

Enquanto a molécula LIZ-311 induziu de maneira significativa tanto citocinas 

pró-inflamatórias (TNF-α, IFN-γ, IL-2) quanto citocinas anti-inflamatórias/regulatórias 

(IL-4, IL-10 e IL-17), LIZ-331 induziu apenas citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL- 

6). 

A citocina TNF-α, importante citocina do perfil Th1, junto com IL-12 e IFN-γ, 

leva a ativação da enzima iNOS na infecção inicial por T. cruzi com o objetivo de 

aumentar a produção de ON e controlar o parasitismo (MICHAILOWSKY et al., 2001). 

Corroborando com os resultados de dosagem de citocinas, o composto LIZ-311 também 

foi capaz de induzir a produção de ON. A depender da quantidade de IL-2 no 

microambiente, essa citocina tanto pode participar da ativação e diferenciação de 

linfócitos T CD8+ e células NK (LIAO; LIN; LEONARD, 2013), quanto atuar regulando 

positivamente a proliferação de linfócitos T regulatórios FoxP3+ (KOSMACZEWSKA, 

2014). Esse papel dual demonstra a importância dessa citocina em um novo tratamento 

para a doença de Chagas (MENGEL; CARDILLO, PONTES-DE-CARVALHO, 2016). 

É importante que um novo composto para a doença de Chagas possa induzir, além 

das moléculas pró-inflamatórias (para combater o parasito), as moléculas regulatórias 

para que não haja exacerbação da resposta imune. Isso porque já se sabe que a resposta 

imune pró-inflamatória exacerbada leva a maiores  comprometimentos orgânicos  na 
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doença de Chagas (FRADE-BARROS et al., 2020; NATALE et al., 2018). 

A citocina IL-10 inibe a ativação de ERK1/2 e NF-kB, levando à diminuição de 

TNF-α e IL-6 em cardiomiócitos infectados por T. cruzi (HOVSEPIAN et al., 2013). 

Aliado a isso, o eixo IL-10/STAT3/SOCS3 está envolvido na atividade anti-inflamatória 

do benzonidazol e é de extrema importância para sua atividade imunomoduladora 

(CEVEY et al., 2019). Um estudo conduzido por Jones e colaboradores (2018) verificou 

que a associação do benzonidazol com uma proteína de vacina recombinante (Tc24-C4) 

induziu uma resposta imune balanceada, pois levou ao aumento de produção de IFN-γ 

concomitantemente à produção de IL-4 e IL-10. Além disso, um estudo recente utilizando 

essa mesma estratégia de tratamento verificou que houve indução da resposta imune 

semelhante à Th17, com produção aumentada de IL-17A, IL-23 e IL-22, redução de 

inflamação cardíaca, fibrose e cargas parasitárias, além de melhorar a sobrevida dos 

animais (CRUZ-CHAN et al., 2021). 

É dentro desse contexto do equilíbrio de citocinas do perfil T auxiliar que está 

inserido o perfil Th17. A citocina IL-17 tem importante participação no combate a 

infecções, pois age recrutando e ativando neutrófilos, além de estimular a produção de 

mediadores inflamatórios como CXCL1, CXCL2 e G-CSF (GU; WU; LI, 2013; 

KUWABARA et al., 2017). Na fase aguda da doença de Chagas experimental, estudos 

demonstram que a IL-17 ajuda no combate à T. cruzi. Camundongos C57BL/6 deficientes 

na produção dessa citocina e infectados com T. cruzi possuíram menor índice de 

sobrevivência, maior parasitemia e falência múltipla de órgãos, além de menor produção 

das citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-6 em comparação ao controle selvagem (MIYAZAKI et 

al., 2010). Já na fase crônica, estudos recentes vêm demonstrando que essa citocina pode 

ser um fator protetor para o miocárdio de pacientes com a doença de Chagas na fase 

crônica (SOUSA et al., 2017). 

Com isso, fica clara a importância de um composto produzir de maneira 

equilibrada tanto citocinas pró-inflamatórias, quanto citocinas regulatórias para que leve 

a um melhor desfecho terapêutico na doença de Chagas, como foi o caso de LIZ-331. 

A morte celular induzida pelo composto é um importante fator que deve ser 

investigado (ADADE et al., 2013; KEPP et al., 2011; MENNA-BARRETO et al., 2009). 

O termo “morte celular programada” (MCP) foi sugerido em 1964 e indica uma série de 

etapas que regem a morte celular não-acidental sem que haja inflamação (LOCKSHIN; 

WILLIAMS, 1965). Uma dessas mortes celulares é a apoptose. Apesar de em 

tripanossomatídeos a MCP ainda não ser totalmente elucidada, sabe-se que os sinais de 
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apoptose são semelhantes aos encontrados em células de mamíferos, como externalização 

de fostatidilserina e condensação e fragmentação anormal do DNA (DEBRABANT et al., 

2003; DUSZENKO et al., 2006). Além disso, sabe-se que diferentes proteínas do parasito 

estão envolvidas no processo de apoptose, sendo elas associadas ao ciclo celular, 

proliferação e divisão celular, replicação de DNA entre outras (SMIRLIS et al., 2010). 

É interessante que os compostos induzam apoptose, pois é um tipo de morte 

celular que leva a um menor processo inflamatório associado principalmente por não 

haver extravasamento intersticial de material intracelular, além das células que estão 

nesse processo de morte serem eliminadas rapidamente pelo sistema imune 

(DEBRABANT et al., 2003; ELMORE, 2007). 

Foi investigado qual tipo de morte celular é induzido em tripomastigotas. O 

composto LIZ-311 induziu principalmente apoptose inicial, com maior porcentagem de 

parasitos marcados para esse tipo de morte. Ressalta-se que a droga de referência, 

benzonidazol, induziu de maneira significativa apoptose tardia em relação ao sem 

tratamento e em relação aos tratamentos com cada composto, tendo a maior porcentagem 

de parasitos marcados para esse tipo de morte celular. Ou seja, a droga de referência induz 

um maior desarranjo de membrana, levando a uma maior exposição do núcleo ao meio 

externo, o que pode ser prejudicial, pois pode levar a uma maior inflamação (GREEN; 

LLAMBI, 2015). 

Objetivando esclarecer se os parasitos duplamente negativos no ensaio de 

marcação com a anexina V e o iodeto de propídio estavam, de fato, vivos, foi conduzido 

o ensaio de marcação parasitária com os marcadores calceína e homodímero de etídio. 

Verificou-se que houve uma menor porcentagem de parasitos vivos em comparação ao 

primeiro ensaio mencionado e confirmou-se que, excluindo-se as células vivas, a maior 

população era aquela em processo de morte celular (duplamente marcada). O ensaio com 

a calceína e o homodímero de etídio demonstrou ser mais sensível para detecção de morte 

celular. Este resultado corroborou com o estudo de Sandes e colaboradores (2014), em 

que este ensaio foi mais sensível em discriminar os parasitos vivos dos mortos. 

Buscando uma melhor elucidação dos mecanismos de morte celular induzido 

pelas moléculas, foi feita a marcação parasitária com laranja de acridina e rodamina, 

marcadores de compartimentos ácidos, como reservossomos e acidocalcissomos, e de 

atividade mitocondrial respectivamente (DARZYNKIEWICZ; TRAGANOS; 

MELAMED, 1980; GARNER et al., 1997). 

Após o tratamento com LIZ-311, foi verificada uma variação de fluorescência 
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para laranja de acridina de maneira dose-dependente. Com o aumento da concentração do 

composto houve uma diminuição da intensidade de fluorescência. Isso indica que quanto 

maior à concentração, menor a quantidade de compartimentos ácidos do parasito. Visto 

que tripomastigotas não possuem reservossomos (SOARES; DE SOUZA, 1991), uma 

possibilidade é a de que essa diminuição é dos acidocalcissomos. Outra possibilidade é a 

de que essa diminuição poderia ser devido a danos em ácidos nucleicos. 

Já com relação à atividade mitocondrial, LIZ-311 parece diminuir a atividade 

dessa organela. Em tripanossomatídeos, essa organela está envolvida no estresse 

oxidativo, bem como na indução de morte celular e entre outras atividades celulares 

(MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014). Ensaios futuros de microscopia confocal e 

microscopia eletrônica auxiliarão no melhor entendimento do mecanismo de morte 

celular. 

Diante do exposto, fica claro o potencial dos compostos LIZ-331 e LIZ-311. A 

molécula LIZ-331 possui baixa toxicidade e perfil imunomodulador pró-inflamatório, 

enquanto LIZ-311 é pouco tóxica para as células testadas, com potencial 

imunomodulador in silico e in vitro (balanço Th1/Th2 e produção de ON), além de induzir 

a morte parasitária por via apoptótica. 

Para que haja a eleição de um candidato à fármaco para a doença de Chagas ainda 

são necessários estudos mais aprofundados de atividade dentro dos ensaios pré-clínicos, 

como testes in vivo e posteriores ensaios clínicos (ROMANHA et al., 2010; SALES- 

JÚNIOR et al., 2017). 
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6 CONCLUSÃO 
 
 

a) Com relação à predição computacional de farmacocinética: no geral os compostos 

são pouco hidrossolúveis e mais lipossolúveis; têm baixa possibilidade de 

atravessar tanto o trato gastrointestinal quanto a barreira hematoencefálica; 

parecem não ter problemas de interação com proteínas de depuração e não 

possuem boas características de druglikeness; 

b) Os compostos demonstraram uma maior afinidade computacional pelas enzimas 

esqualeno sintase e 14-alfa demetilase, sugerindo que possam ser importantes 

alvos da atividade biológica; 

c) Apesar das bases de dados sugerirem afinidade dos compostos pelas enzimas 

MAOA e B, in vitro, eles demonstraram baixa toxicidade; 

d) No docking de alvos do sistema imune, os compostos demonstraram maior 

afinidade para alvos da resposta imune inata, além de haver boa correlação dos 

resultados in silico e in vitro (imunomodulação) principalmente com aquelas 

citocinas envolvidas na produção de óxido nítrico (TNF-α e IFN-γ); 

e) Os compostos da série JM têm potencial imunomodulador in silico, abrindo a 

possibilidade de aprofundar o entendimento dessa atividade in vitro; 

f) Com relação a atividade tripanocida, um composto demonstrou melhor atividade 

(menor IC50) em relação à droga de referência frente a epimastigotas (LIZ-531), 

um frente a tripomastigotas (LIZ-311) e um frente a amastigotas (LIZ-331); 

g) Além de destaque na atividade antiparasitária, LIZ-311 e LIZ-531 também 

induziram a produção de óxido nítrico; 

h) A molécula LIZ-311 induziu a produção tanto citocinas pró-inflamatórias (TNF- 

α, IFN-γ, IL-2) quanto citocinas anti-inflamatórias/regulatórias (IL-4, IL-10 e IL- 

17), enquanto LIZ-331 tem um perfil mais pró-inflamatório (TNF-α e IL-6); 

i) Com relação à morte celular, LIZ-311 induz principalmente morte celular 

programada, diminuindo a atividade mitocondrial e a quantidade de 

compartimentos ácidos parasitários; 

j) Diante do exposto, ficou demonstrado que o composto LIZ-311 possui interes- 

sante atividade antiparasitária, citotóxica, imunomoduladora e de indução de 

morte celular, sendo um potencial candidato à fármaco para a doença de Chagas, 

sendo necessários ainda estudos de atividade mais aprofundados. 
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7 PERSPECTIVAS 
 
 

- Dosar óxido nítrico em macrófagos infectados com T. cruzi e estimulados com os 

compostos; 

- Avaliar alterações da ultraestrutura de T. cruzi, além de realizar análises de microscopia 

confocal; 

- Testes in vitro de combinação: LIZ-311 e LIZ-331 associados com o benzonidazol e 

também associados entre si; 

- Teste in vivo combinando LIZ-311 com LIZ-331 ou benzonidazol. Esses testes só 

deverão ser realizados se as combinações forem sinérgicas in vitro; 

- Teste in vivo com o LIZ-311 e LIZ-331 sozinhos; 

- Publicação de artigos científicos; 
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