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RESUMO 

 

Barbalho, M. S. Investigação da atividade tripanocida de derivados 1,3 tiazóis 

substituídos. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 

Pernambuco, Brasil, 2022. 

 

O Brasil lidera o número de casos na América Latina ao se tratar de doença de 
Chagas, estimando-se 2 milhões de pessoas acometidas pela doença em nosso país. 
O tratamento da doença ainda é baseado no benzonidazol, porém essa droga é mais 
efetiva na fase aguda e possui alta toxicidade. Diante disso, uma nova série de 1,3-
tiazóis (2-17), derivados de 2,4-diclorofenil tiossemicarbazona ou 2,3,4-triclorofenil-
tiossemicarbazona, foram investigados em ensaios in vitro e in silico sobre as formas 
evolutivas do T. cruzi. Contra a forma tripomastigota, alguns derivados de 1,3-tiazol 
apresentaram valores de IC50 que foram pelo menos 10 vezes mais potentes que o 
benznidazol, como os compostos 8 (2,64 M), 4 (3,27 M), 10 (4,08  M) e 16 (4,82 
 M). Contra a forma amastigota, o composto 15 apresentou o melhor valor de IC50 
(3,65 M) sendo mais ativo que o fármaco padrão, benznidazol (5,64 M). Os 
compostos 11 (5,96 M) e 12 (4,46 M) exibiram atividade equipotente quando 
comparados ao benzonidazol. Em relação à citotoxicidade em macrófagos, alguns dos 
tiazóis apresentaram baixa citotoxicidade (os compostos 6, 8, 9, 14, 16 e 17 
apresentaram CC50 > 44,18  M). Os resultados de docking molecular sugerem que 
os compostos que possuem anéis aromáticos como substituintes, como fenil 
(compostos 8 e 17) ou naftil (composto 9), apresentaram maior afinidade prevista para 
o sítio de ligação da cruzaína quando comparados com as moléculas com 
substituintes não aromáticos. Portanto, essa nova série de 1,3-tiazóis apresentou 
compostos com potencial promissor para o avanço de estudos pré-clínicos contra 
doença de Chagas. 
 

Palavras-chave: Tripanossomíase americana, tiazois, in silico, amastigota, 
tripomastigota 
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ABSTRACT 

 

Barbalho, M. S. Anti-T. cruzi activity of novel 1,3-thiazole derivatives. Thesis 

(Doctorate). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil, 2022. 

 

Chagas disease remains a major public health problem in Latin America, with Brazil 
leading the number of cases and an estimated 2 million people affected in the country. 
The treatment is still based on benznidazole, which is more effective in the acute phase 
and has high toxicity. Therefore, a new series of 1,3-thiazoles (2–17), derived from 2,4-
dichlorophenyl thiosemicarbazone or 2,3,4-trichlorophenyl thiosemicarbazone, was 
investigated through in vitro and in silico assays against the evolutionary forms 
of Trypanosoma cruzi. Against the trypomastigote form, some 1,3-thiazole derivatives 
showed IC₅₀ values at least 10 times more potent than benznidazole, such as 
compounds 8 (2.64 μM), 4 (3.27 μM), 10 (4.08 μM), and 16 (4.82 μM). Against the 
amastigote form, compound 15 exhibited the best IC₅₀ value (3.65 μM), being more 
active than the reference drug benznidazole (5.64 μM). Compounds 11 (5.96 μM) and 
12 (4.46 μM) showed equipotent activity compared to benznidazole. Regarding 
macrophage cytotoxicity, some thiazoles showed low cytotoxicity (compounds 6, 8, 9, 
14, 16, and 17 presented CC₅₀ > 44.18 μM). Molecular docking results suggested that 
compounds with aromatic ring substituents, such as phenyl (compounds 8 and 17) or 
naphthyl (compound 9), exhibited higher predicted affinity for the cruzain binding site 
compared with molecules bearing non-aromatic substituents. Therefore, this new 
series of 1,3-thiazoles demonstrated promising potential for advancing preclinical 
studies against Chagas disease. 
 

Key-words: American trypanosomiasis, thiazoles, in silico, amastigote, 
trypomastigote. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A doença de Chagas é uma antropozoonose que atinge principalmente as 

populações rurais pobres e uma das patologias parasitárias de mais larga distribuição 

da América Latina, com impacto social e econômico de peso bem maior do que os 

efeitos combinados de outras doenças parasitárias como malária, leishmaniose e 

esquistossomose. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) existem cerca 

de 6 a 7 milhões de pessoas infectadas com Trypanosoma cruzi (T.cruzi), com 3 a 3,3 

milhões de casos sintomáticos e incidência anual de 200 mil casos em 21 países. 

Estima-se que 75 milhões de pessoas estejam em risco de infecção (Who, 2022; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2019). 

 

O agente etiológico da doença de Chagas é o parasito flagelado da família 
Trypanosomatidae, Trypanosoma cruzi, que possui um ciclo evolutivo 
complexo e compreende diferentes estágios de desenvolvimento. Suas 
formas evolutivas são epimastigota e tripomastigota metacíclica presentes no 
inseto vetor, tripomastigota sanguínea circulante, e as formas amastigotas 
intracelulares obrigatórias. (Tanowitz et al., 1992). 
 

 A transmissão se dá, principalmente, através da urina e das fezes de vetores 

triatomíneos, porém há outras formas de transmissão como por transfusão de sangue 

contaminado, transplante de órgão, via oral e por via vertical (Faral-Tello et al., 2014). 

O curso da doença de Chagas no homem pode apresentar as fases aguda e 

crônica. O início da fase aguda acontece logo após a entrada do parasita no 

organismo do hospedeiro (Moncayo e Ortiz Yanine, 2006) e caracteriza-se 

normalmente por apresentar alta parasitemia.  

 

A fase crônica acontece quando as manifestações clínicas da fase aguda (se 
presentes) desaparecem e o número de formas tripomastigotas no sangue 
periférico diminui, chegando a níveis indetectáveis. A resposta imune do 
hospedeiro é responsável por essa queda da parasitemia sanguínea, 
principalmente em pacientes não tratados (Cardoni e Antúnez, 2004). 
 

Aldasoro et al (2018) afirma: 

Nenhuma nova droga foi aprovada nos últimos 40 anos para o tratamento da 
doença. O tratamento utilizado atualmente é baseado em duas drogas: 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, Germany), porém eles são 
mais efetivos na fase aguda da doença em detrimento da fase crônica, além 
de possuírem uma alta toxicidade.  
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Segundo Dias et al (2009): 

Apenas o tratamento com o benzonidazol é permitido no Brasil.Várias 
moléculas vêm sendo exploradas em programas de química medicinal com a 
aplicação de métodos de planejamento de fármacos baseados na estrutura 
do receptor (SBDD – structure-based drug design) e na estrutura do ligante 
(LBDD – ligand-based drug design). 
 

De acordo com Clayton (2010): 

A cruzaína, também chamada cruzipaína (GP57/51 ou TCC) – alvo dos 
compostos testados no presente projeto – constitui a mais abundante 
proteína da família das cisteíno-proteases de T. cruzi, e é a enzima-chave da 
replicação intracelular do parasita, representando um alvo molecular para o 
desenho de novos fármacos antichagásicos.  
 

Portanto, no presente projeto, a atividade antiparasitária e os mecanismos 

celulares e moleculares dos compostos da série 1,3-tiazóis substituídos foram 

avaliados. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos gerais da doença de Chagas 

A doença de Chagas (DC), ou tripanossomíase Americana é uma doença 

tropical negligenciada causada pelo parasita Trypanosoma cruzi (T. cruzi), 

considerada negligenciada pela Organização Mundial de Saúde (OMS). Afeta cerca 

de 6 a 7 milhões de pessoas no mundo, onde 6 milhões de pessoas infectadas 

encontram-se em 21 países da América Latina e causa aproximadamente 10.000 

mortes por ano na região (Figura 1). Outros 75 milhões de pessoas estão vivendo em 

área de risco de contrair a infecção. (Dias et al., 2016; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2019; ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE, 2019). 

No Brasil entre o período de 2012 a 2016, foram registrados no Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação (Sinan) 19.914 casos suspeitos da doença de 

Chagas Aguda (DCA), sendo 1.190 (5,9%) confirmados, sendo identificada na maioria 

dos estados brasileiros. Entretanto, a maior distribuição, cerca de 95%, concentra-

se na região Norte. Destes, o estado do Pará é responsável por 83% dos casos. 

Mesmo com o controle da ocorrência de novos casos da doença na maioria do 

território nacional, a magnitude da DC no Brasil permanece relevante. 

Apesar de não haver dados sistemáticos relativos à prevalência da doença, 

em estudos recentes as estimativas de prevalência variaram de 1,0 a 2,4% da 

população, o equivalente a 1,9 a 4,6 milhões de pessoas infectadas por T. cruzi. 

Reflexo disso é a elevada carga de mortalidade por DC no país, representando uma 

das quatro maiores causas de mortes por doenças infecciosas e parasitárias. 

(BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 2019; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). 
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Figura 1- Distribuição dos casos de infecção por Trypanosoma cruzi, com base em estimativas oficiais 
e status da transmissão de vetores, 2018. 

 

Fonte: Organização Mundial de Saúde, 2018. 
Legenda: Mapa ilustrando a distribuição geográfica da Doença de Chagas. 

 

2.2 Vetor, hospedeiro e agente etiológico 

Os vetores da DC são os insetos hematófagos da ordem Heteroptera, família 

Reduviidae, mais conhecidos como triatomíneos, devido à denominação da subfamília 

Triatominae. A espécie mais importante no nosso meio é o Triatoma infestans (Figura 

2). Os vetores da DC são popularmente chamados de “barbeiros” ou “chupanças”. O 

motivo mais relevante para a transmissão da doença é o comportamento que estes 

triatomíneos têm de defecar durante ou logo após a hematofagia, sendo comum a 

deposição de suas fezes contaminadas com o T. cruzi.  

Neste momento, as formas infectantes do parasita são transferidas para a 

circulação do hospedeiro. Os triatomíneos são insetos de hematofagismo que 

possuem hábitos noturnos. Tal hábito permite um estreito relacionamento com 

animais reservatórios silvestres e domésticos. Os hospedeiros silvestres são 

marsupiais, desdentados, roedores, primatas e morcegos de várias espécies. Entre 
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os hospedeiros domésticos estão o gato, cachorro, rato, coelho e o próprio homem. 

(Tartarotti et al., 2004).   

 

Figura 2- inseto vetor da DC 

                      

Fonte: NovaMais, 2015. 
Legenda: Triatoma infestans, popularmente conhecido como barbeiro. 
 

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi), é o agente etiológico da DC, sendo um 

protozoário intracelular flagelado que pertencente a ordem Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae. 

As três formas evolutivas do T.cruzi se diferenciam através da posição do 
cinetoplasto em relação ao núcleo da célula e a posição do flagelo (figura 3) 
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 (TEIXEIRA et al., 2011). 
 

  Possui a capacidade de infectar qualquer tipo de célula, principalmente 

macrófagos, fibroblastos e células epiteliais. A DC foi nomeada em homenagem ao 

seu descobridor, Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, que constatou o parasita em uma 

paciente pela primeira vez em 14 de fevereiro de 1909 no estado de Minas Gerais, 

Brasil. (Lidani et al., 2019; Brener, Z.; Andrade, Z.A.; Barral-Netto, M., 2000).  
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Figura 3- Formas evolutivas de T. cruzi 

 

                

Fonte: Adaptado de Docampo et al. (2005).  
Legenda: A – Epimastigota, B – Amastigota, C – Tripomastigota. 

 

O T. cruzi se reproduz predominantemente por divisão binária, o que levou à 

criação da teoria da propagação clonal (Tibayrenc, 1990). Entretanto outros autores 

discordam da hipótese clonal ao confirmar a existência de cepas híbridas 

(Westenberger et al., 2005; Freitas et al., 2006; Baptista et al., 2014). As cepas de 

T.cruzi foram classificadas em sete unidades descritas de tipagem (DTUs), TcI- TcVI 

e Tcbat, as quais foram associadas pela semelhança evolucionária e distribuição 

geográfica (Ramirez et al., 2017). 

 

2.3 Ciclo Biológico 

O ciclo de vida do T. cruzi começa quando o vetor realiza o repasto sanguíneo 

em um mamífero infectado e ingere formas tripomastigotas metacíclicos. Os 

tripomastigotas ingeridos se transformam na forma epimastigota no intestino médio 

do vetor, se multiplicando através de divisão binária e em seguida, se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos no intestino posterior (figura 4). 

 A contaminação de um hospedeiro vertebrado ocorre quando o barbeiro 

infectado pica o mamífero. Neste processo geralmente o inseto defeca e urina, 

depositando, assim, sobre a pele ou mucosa do mamífero a forma tripomastigota 

metacíclica, que é a forma infectiva, porém não replicativa. Então quando o 

hospedeiro se coça, o parasita tem acesso a circulação sanguínea, aderindo e 

invadindo uma gama de células nucleadas, células musculares e epiteliais. Ao 

invadirem as células as formas tripomastigotas, se diferenciam em amastigotas, sua 
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forma intracelular. Multiplicam-se por divisão binária dentro da célula e passam por 

processo de diferenciação em tripomastigotas sendo 

liberadas na corrente sanguínea, que irão infectar outras células em variados 

tecidos provocando novos locais de infecção e transformando-se em amastigotas 

novamente. As manifestações clínicas podem variar de acordo com esse ciclo 

infeccioso (Azambuja; Garcia, 2017). 

 

Figura 4– Ciclo de vida do T.cruzi 

 
Fonte: CDC (2014). 

Legenda: Ciclo evolutivo: 1 Um inseto vetor triatomíneo infectado ao alimenta-se de sangue, elimina 

pelas fezes, tripomastigotas próximo do local da picada. Os tripomastigotas entram no hospedeiro 

através do ferimento da picada ou por mucosas intactas. 2 Dentro do hospedeiro, os tripomastigotas 

invadem células próximas ao ponto de entrada onde diferenciam-se nas formas intracelulares, os 

amastigotas. 3 Os amastigotas multiplicam-se por divisão binária. 4 Então diferenciam-se em 

tripomastigotas e são liberados na circulação sanguínea. Os tripomastigotas infectam células de uma 

grande variedade de tecidos e transformam-se em amastigotas intracelulares, num ciclo infectante 

contínuo. 5 O triatomíneo infecta-se ao ingerir sangue de um hospedeiro vertebrado contendo 

parasitas circulantes. 6 Os tripomastigotas ingeridos transformam-se em epimastigotas no intestino 

médio do vetor. 7 Multiplicando-se por divisão binária. 8 No intestino posterior o parasita se diferencia 

na forma infectante, o tripomastigota metacíclico. 
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Outras vias de transmissão incluem: transfusões de sangue, transplante de 

órgãos, durante a gravidez e pela ingestão do inseto acidentalmente triturado junto a 

alimentos/bebidas (contaminação oral). (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

 

2.4 Diagnóstico laboratorial da Doença de Chagas 

 

O diagnóstico na fase aguda da doença de Chagas é baseado na presença de 

febre prolongada (mais de 7 dias) e outros sinais e sintomas sugestivos da doença, 

como fraqueza intensa e inchaço no rosto e pernas, presença de fatores 

epidemiológicos compatíveis e na observação do parasito presente no sangue dos 

indivíduos infectados, através de testes parasitológicos diretos como exame de 

sangue a fresco, esfregaço e gota espessa.  

O teste direto a fresco é mais sensível que o esfregaço corado e deve ser o 

método de escolha para a fase aguda. Caso estes testes sejam negativos, devem ser 

usados métodos parasitológicos indiretos. Os testes de concentração (micro-

hematócrito ou Strout) apresentam 80 a 90% de positividade e são recomendados no 

caso de forte suspeita de doença de Chagas aguda e negatividade do teste direto a 

fresco. Em casos sintomáticos por mais de 30 dias, devem ser os testes de escolha, 

uma vez que a parasitemia começa a declinar (segundo I Consenso Brasileiro em 

Doença de Chagas do Ministério da Saúde em 2005), revisto em 2015 na forma do II 

Consenso Brasileiro em Doença de Chagas.  

Muitas vezes, a fase aguda não é diagnosticada porque não há sintomas ou 

devido à falta de conhecimento dos profissionais de saúde sobre a doença de Chagas. 

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. 

 

 

 

 

http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/consenso_chagas.pdf
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/consenso_chagas.pdf
http://scielo.iec.pa.gov.br/pdf/ess/v25nesp/2237-9622-ess-25-esp-00007.pdf
http://scielo.iec.pa.gov.br/pdf/ess/v25nesp/2237-9622-ess-25-esp-00007.pdf
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   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 por 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). 
 

Na fase crônica da doença o diagnóstico parasitológico direto torna-se 

comprometido em virtude da ausência de parasitemia. Os métodos parasitológicos 

indiretos (xenodiagnóstico – ou hemocultivo) que podem ser utilizados, apresentam 

baixa sensibilidade (20-50%).  

Sendo assim, a doença é geralmente diagnosticada por detectar IgG que se 
liga especificamente ao antígeno, T. cruzi. Portanto, na fase crônica o 
diagnóstico é essencialmente sorológico e deve ser realizado utilizando-se 
dois testes de princípios metodológicos diferentes: um teste de elevada 
sensibilidade (ELISA com antígeno total ou frações semi-purificadas do 
parasito ou a IFI) e outro de alta especificidade (ELISA, utilizando antígenos 
recombinantes específicos do T. cruzi) ou dois testes sorológicos com 
diferentes preparações antigênicas, ambos os quais devem ser realizados 
concomitantemente (Gomes, 2017; Lima et al., 2019). 

Na figura 6 está descrito o fluxograma do diagnóstico laboratorial na fase 

crônica da doença. 
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Figura 6- Fluxograma Fase crônica 

 

Fonte: Brasil, (2018). 
Legenda: Fluxograma a ser seguido na fase crônica, segundo o II Consenso Brasileiro em Doença de 
Chagas, 2016.  

 

Além dos achados clínicos, também deve ser levado em consideração a história 

epidemiológica do paciente, ressaltando que ele não apresente nenhum sintoma é 

relevante destacar os seguintes contextos de risco e vulnerabilidade: 

• Ter residido, ou residir, em área com relato de presença de vetor 

transmissor (barbeiro) da doença de Chagas ou ainda com reservatórios animais 

(silvestres ou domésticos) com registro de infecção por T. cruzi; 

• Ter residido ou residir em habitação onde possa ter ocorrido o convívio 

com vetor transmissor (principalmente casas de estuque, taipa, sapê, pau-a-pique, 

madeira, entre outros modos de construção que permitam a colonização por 

triatomíneos); 

• Residir ou ser procedente de área com registro de transmissão ativa de 

T. cruzi ou com histórico epidemiológico sugestivo da ocorrência da transmissão da 

doença no passado; 

• Ter realizado transfusão de sangue ou hemocomponentes antes de 

1992; 
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• Ter familiares ou pessoas do convívio habitual ou rede social que tenham 

diagnóstico de doença de Chagas, em especial ser filho (a) de mãe com infecção 

comprovada por T. cruzi (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Outra ferramenta importante é a Reação em Cadeira da Polimerase (PCR) para 

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

Saúde (2005), 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 Manifestações clínicas da Doença de Chagas 

 

A DC compreende a fase aguda e a fase crônica da doença. A fase aguda pode 

ocorrer em qualquer idade, sendo assintomática na maioria dos casos. Os sintomas 

são geralmente inespecíficos incluindo febre, mal-estar, hepatoesplenomegalia e 

linfocitose atípica. Em casos raros, o nódulo cutâneo (chagoma) ou edema palpebral 

prolongado e indolor (Sinal de Romaña), indicam o local de inoculação. 

 A fase aguda pode durar de 4 a 8 semanas e então ocorre uma diminuição da 

parasitemia a partir dos 90 dias após a infecção, o controle envolve anticorpos, 

linfócitos T CD8+ (citotóxicos) e linfócitos T CD4+ (auxiliares, respostas Th1) 

produtores de altos níveis de IFN-y (interferon gama). A doença aguda grave ocorre 

em menos de 1 a 5% dos pacientes e inclui miocardite aguda e meningoencefalite 

(risco de mortalidade de 0,2 a 0,5%). (Basso, 2013; Padilla; Bustamante; Tarleton, 

2009). 

 A transmissão oral através de alimentos ou bebidas contaminadas causam 

maior mortalidade, do que a transmitida pelo vetor (Vargas et al., 2018). Após essa 

fase aguda, a resposta imune mediada por células controla a replicação do parasita 

fazendo com que ele regrida e os sintomas desapareçam espontaneamente (Rassi et 

al., 2012). Um terço dos pacientes evoluem para a fase crônica da doença de Chagas 

a maioria das pessoas permanecem assintomáticas, mas ficarão infectadas por toda 

a vida (RassI, 2009).  

Nessa fase o paciente é caracterizado por soropositividade para T. cruzi, 

ausência de sinais e sintomas clínicos de comprometimento cardíaco e digestivo, 
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apresentando radiografia do tórax e eletrocardiograma sem alterações (DIAS, J. C., 

1989). Cerca de 30 a 40% dos pacientes infectados na forma crônica, após 10 a 30 

anos da infecção aguda podem apresentar megaesôfago/ megacólon ou 

cardiomiopatia (Bittencourt et al.,1975; Coura et al.,1985).  

Essa forma possui como característica histopatológica principal inflamação 

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

miocitólise e fibrose (Machado et al., 2013). Segundo Cardoso et al. (2014) as doenças 

cardiovasculares ocorrem com mais frequência em pacientes com DC, o acidente 

vascular cerebral por exemplo, é mais comum duas vezes mais em pacientes 

Chagásicos. 

 

2.6 Aspectos imunológicos da Doença de Chagas 

Existem duas principais hipóteses sobre a patogênese da DC, que foram 

elucidadas. A primeira baseada na persistência do parasita e a segunda hipótese 

baseada na resposta imune do hospedeiro à infecção, sendo o papel imunológico 

relevante tanto na fase aguda como na fase crônica da doença. O papel da resposta 

imune tem sido relatado nas fases aguda e crônica da doença (Boari et al., 2012; 

Pérez et al., 2012; Ponce et al., 2012). 

  

2.6.1 Infecção Aguda 

 

 A resistência do hospedeiro contra o T. cruzi depende tanto da 

imunidade inata quanto da imunidade adquirida, onde ambas são reguladas por 

citocinas perfil Th1 (pró inflamatórias). O perfil Th2 está relacionado com a 

suscetibilidade à doença, onde a principal citocina envolvida é IL-4 (Hiyama et al., 

2001). Diferentes tipos de células e moléculas estão envolvidos na resposta imune a 

infecção por T.cruzi. Em geral, a ausência de alguns constituintes da resposta imune 

acarreta a uma maior suscetibilidade à infecção pelo parasita, resultando em maior 

probabilidade de parasitemia e mortalidade.  

O DNA do T. cruzi é reconhecido por receptores específicos, que estimulam 
macrófagos e células dendríticas a expressarem IL-12, fator de necrose 
tumoral (TNF) – alfa e óxido nítrico. A citocina IL-12 ativa as células 
apresentadoras de antígeno e as Natural Killer (NK), a produzir IFN-y (Gao; 
Pereira, 2002; Lieke et al.,2006).  
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Pellegrini e colaboradores (2011), estudaram o papel da IL-12 na resposta 

imune a infecção pelo Trypanosoma cruzi, utilizando camundongos BALB/c infectados 

com a cepa Tulahuen. Observaram que a administração de IL-12 para camundongos 

infectados com o Trypanosoma cruzi resultou em uma redução na parasitemia e um 

atraso no tempo de morte destes animais.  

Além disso, a neutralização de IL-12 endógena resultou em um aumento na 

parasitemia, bem como uma diminuição dos níveis séricos de IFN-y, demonstrando 

que o efeito protetivo da IL-12 é dependente do IFN-y e TNF-alfa. Além disso entender 

a interação dos compostos com o toll-like receptors (receptores toll-like, TLRs) é 

importante para estimular a capacidade de resposta das células imunes em responder 

ao parasito (Rodriguesoliveira-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. (Campos et al., 2001, Ropert; 

Gazzinelli, 2000).  

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

parasito. Estudos mostram aumento da produção de citocinas e quimiocinas, com a 

atividade de macrófagos, células dendríticas e células natural killer (NK, assassina 

natural). (Andrade; Gollob; Dutra et al., 2014; Kania et al., 2013; Machado et al., 2008; 

Pinho et al., 2014; Rezendeoliveira; Sarmento; Rodrigues-junior, 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 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 eliminá-

lo (Daff, 2010; Dos-Santos et al., 2016; Gupta; Wen; Garg, 2009; Gutierrez et al., 2009; 

Silva; Machado; Martins, 2003). No entanto, ON em excesso também pode levar a 
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danos teciduais, mostrando o seu papel dual e a importância do controle imunológico 

(Tatakihara et al., 2015) 

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

importância e vem sendo elucidada (Basso, 2013; Padilla; Bustamante; Tarleton, 

2009). Tarleton e colaboradores (2002) mostraram que as células T CD4 + do tipo Th1 

são importantes para controlar a infecção por T. cruzi, enquanto as do tipo Th2 

contribuem para a persistência do parasita e aumentam a gravidade da doença. Na 

literatura podemos verificar vários trabalhos abordando a importância da citocina IFN-

y, que é a principal citocina do tipo Th1, na resistência à infecção por T. cruzi, tanto 

em modelos animais, quanto em seres humanos apresentando as formas 

indeterminada e cardíaca da DC.  

Torrico et al. (1991), demonstraram que animais resistentes se tornam 

susceptíveis quando tratados com anticorpos anti-IFN-y. A IFN-y, tem a capacidade 

de ativar macrófagos impedindo a proliferação do T.cruzi, juntamente com o auxílio 

de TNF-α, ativando a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida (NOSi), que 

desta forma produz óxido nítrico (NO), para a atividade microbicida a partir da 

produção de metabólitos reativos do oxigênio (Souza et al., 2007; Lieke et al., 2006; 

Chandra et al., 2002). O óxido nítrico (ON), produzido sobretudo por macrófagos 

dependentes de IFN-y, é um dos importantes agentes tripanocidas. As citocinas 

regulatórias IL-10 e TGF-alfa inibem in vitro a produção de ON e a atividade 

tripanomicida de macrófagos infectados e ativados por IFN-y (Gazzinelli et al., 1992). 

 Recentemente, Andrade; Magalhães; Pessina, 2012, observaram a 

importância do TNF-α no desenvolvimento da fase aguda da doença de Chagas em 

camundongos, neste estudo puderam observar que apesar desta citocina ser 

importante na sobrevida do animal por favorecer a diminuição da parasitemia, em 

contrapartida, induziria a necrose de órgãos como o coração, elevando a taxa de 

mortalidade destes animais. 

 Em diversos estudos as citocinas de perfil Th2 apresentam-se como 

importantes fatores na regulação da resposta imune, mas por outro lado poderiam 

favorecer o crescimento do parasita e sua disseminação tecidual (Souza et al., 2007). 

 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 
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ao sistema imune, a cepa envolvida na infecção inicial e o sistema imune do 

hospedeiro (Magalhães et al., 2015; Nagajyothi et al., 2012; Rodrigues et al., 2010).  

 

Um estudo com duas cepas de dois 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 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).  

 

2.6.2 Infecção Crônica 

 

Na fase crônica, a resposta imunológica estar diretamente ligada aos sinais 
e sintomas do paciente, ou até mesmo a ausência dele. Na forma cardíaca 
há o perfil Th1 de citocinas (IFN-γ, TNF, IL-2, IL-6, IL9, IL-12) com baixo nível 
de citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13), enquanto na forma 
indeterminada é totalmente contrário. (Dutra et al., 2009; Poveda et al., 2014). 
 

 Estudos relatam, que o infiltrado inflamatório encontrado no tecido cardíaco de 

pacientes com cardiomiopatia por DC forma crônica, contém macrófagos, linfócitos T 

CD8+ e linfócitos T CD4. As células de perfil Th1, expressam IFN-γ que suprimem 

citocinas IL-4 expressas por células Th2, e também elevados níveis plasmáticos de 

TNF-α corroboram com essa supressão.  

Além disso, células mononucleares do sangue periférico de pacientes crônicos 

produz mais IFN-γ e menos IL-10, reforçando a hipótese de que os pacientes com 

cardiomiopatia por doença de Chagas exacerbam uma resposta imune de perfil Th1 

(Bilate; Cunha-Neto, 2008). Da mesma maneira, os estudos de Sardinha e 

colaboradores (2006) e Reyes e colaboradores (2006), demonstram que a deficiência 

das citocinas Th1 como IFN-y, TNF-α e IL-12, além dos macrófagos, em 

camundongos é fator importante de susceptibilidade à infecção, assim como no 

estudo de Ferraz e colaboradores (2007), que demonstrou a importância destas 

citocinas para o melhor resultado do tratamento da doença com as drogas 

Posaconazole e Benzonidazol. 
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A citocina IL-6 também apresenta papel interessante no que diz respeito a 
resistência e sinalização de comprometimento causados pelas lesões 
cardíacas na doença de Chagas, verificou-se que os níveis desta citocina 
elevados favoreciam os animais infectados por diminuir o pico de parasitemia, 
no entanto, havia uma migração maior de parasitas para o tecido cardíaco 
(Gao; Pereira, 2002).  
 

Por outro lado, níveis elevados dessa citocina associada a maiores níveis 

séricos de proteína C reativa poderiam estar relacionados a maior gravidade de lesões 

no parênquima cardíaco de indivíduos do sexo masculino (López et al., 2006). 

 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 (Guedes 

et al., 2016; Souza et al., 2017). 

 Há uma correlação entre a produção de citocinas inflamatórias por células T 

CD4+ e monócitos de pacientes com a forma cardíaca (Souza et al., 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., 2002; Villani et al., 2010). 

Apesar da quantidade de perfis imunológicos que estão envolvidos na resposta 

imune a doença de DC, há a importância de estudar de que maneira um possível novo 

tratamento irá auxiliar o sistema imunológico, ajudando na proteção e combate a 

doença. 

 

2.7 Tratamento da Doença de Chagas 

 

Os primeiros compostos testados experimentalmente para o tratamento da DC, 

foram arsênico, fucsina, antimonial pentavalente e cloreto de Mercúrio, empregados 

experimentalmente por Mayer e Rocha Lima (1912- 1914) e todos sem resultados 

efetivos (Coura; Castro, 2002). 

O tratamento é baseado em duas drogas descoberta no final dos anos 1960 e 

1970 respectuvamente, o Nifurtmox (Lampit™, Bayer HealthCare AG, Leverkusen, 

Alemanha) e o benzonidazol (produzido pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE® 

no Brasil e pela Maprimed/ELEA na Argentina como Abarax®). Ambos possuem maior 

efetividade na fase aguda da doença em detrimento da fase crônica, além de 

possuírem uma alta toxicidade (figura 7) (Morilla; Romero, 2015). 
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Figura 7– Estruturas químicas de fármacos utilizados no tratamento da DC 

 
Fonte: Bosquesi et al., 2008.  
Legenda: (a) Benzonidazol e (b) Nifurtimox. 
 

Segundo o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (2019) os efeitos 

colaterais mais comuns no tratamento com benzonidazol incluem: dermatite alérgica, 

neuropatia, anorexia e insônia. Os efeitos colaterias mais comuns do nifutimox 

incluem: anorexia, perda de peso, polineuropatia, náusea, vômito, dor de cabeça e 

tontura. Nenhuma droga foi aprovada nos últimos 40 anos para o tratamento da 

doença (Bellera et al., 2015). 

 De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (2016), o 

tratamento é indicado para todas as pessoas com infecção aguda, infecção congênita, 

imunossuprimidos e crianças com a forma crônica da doença (quadro 1). 

 

Quadro 1- Esquema terapêutico da Doença de Chagas 

 

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (2019). 
 

Apesar do seu potencial de salvar vidas, menos de 1% dos pacientes com 

doença de Chagas recebem tratamento etiológico. Uma grande preocupação é a 

ocorrência de efeitos colaterais como já citado anteriormente, que são mais frequentes 

e graves à medida que a idade dos pacientes aumenta.  
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Assim, há uma grande urgência em melhorar o perfil de tolerabilidade dos 

tratamentos atuais e identificar a dosagem e duração ideais do regime, bem como 

desenvolver alternativas mais seguras e eficazes. Isso facilitará a adoção dos 

medicamentos para a doença de Chagas nos sistemas de saúde pública dos países 

afetados (Batista C. et al., 2018). 

No ano de 2011 uma significativa inovação para a população pediátrica afetada 

por Chagas foi alcançada. Foi desenvolvido e lançado o benzonidazol na dosagem 

12.5mg, incluído na Lista de Medicamentos Essenciais da OMS. Ainda que o 

tratamento com benzonidazol fosse recomendado para crianças, os comprimidos 

eram apenas disponíveis na dosagem de 100mg para adultos. Nessa formulação, é 

necessário o fracionamento do comprimido em até 12 pedaços para o tratamento de 

crianças pequenas, o que muitas vezes resulta em dosagem inadequada e imprecisa.  

A parceria da DNDi com o Lafepe (Laboratório Farmacêutico do Estado de 

Pernambuco) possibilitou o desenvolvimento da primeira formulação em dosagem 

pediátrica, adaptado à idade e fácil de usar. Considerando a eficácia do tratamento 

etiológico em população pediátrica e maiores chances de cura da infecção neste 

grupo, considera-se de grande importância assegurar a adoção e ampliação ao 

acesso ao tratamento para esta população (Batista C. et al., 2018; DRUGS FOR 

NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2019). 

Um estudo randomizado, duplo-cego, de fase clínica 2, que pesquisou a 

atividade do E1224 - um pró-fármaco do ravuconazol solúvel em água. 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). Outro 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 
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meses 41 pós-tratamento e correlacionados com a sorologia convencional da doença 

de Chagas. (Alonso-Vega, 2021). Esse ensaio clínico ainda está em desenvolvimento. 

Devido a esses aspectos, é notável a necessidade de continuar pesquisando 

novos tratamentos que tenham eficácia e baixa toxicidade, fácil acesso e que tenha 

resposta em ambas as fases da doença.  

  

2.8 Desafio no estudo de drogas eficazes para a Doença de Chagas 

 

Há um urgente desafio no desenvolvimento de novos tratamentos eficazes e 

seguros para ambas as fases da DC, desde baixo investimento até a falta de 

padronização metodológica entre os grupos de pesquisa. Não há consenso sobre os 

protocolos adequados de triagem in vitro e in vivo, bem como a falta de biomarcadores 

para prever o risco de pacientes da progressão para a doença crônica, ou para avaliar 

a eficácia do tratamento e da cura. (Chatelain E., 2014).  

A tarefa de projetar e desenvolver novos compostos para a DC é prejudicada 

de diversas maneiras diferentes. Como o fato das interações parasito- hospedeiro e a 

relevância das variadas cepas de T.cruzi na etiologia da doença ainda não serem 

totalmente compreendidas. As ferramentas disponíveis para testes in vitro e in vivo 

em modelos animais experimental ainda tem um baixo valor preditivo, que afeta na 

compreensão das relações farmacocinéticas/ farmacodinâmicas para DC, durante o 

processo de descoberta do medicamento (Chantelain E.; Konar N., 2015). Também 

há dificuldade de padronização de testes in vivo e in vitro para o screening dos 

compostos. (Pinazo et al., 2014; Romanha et al., 2010). 

O desenvolvimento de drogas contra a DC é dificultado por vastas questões 

ainda não respondidas (quadro 2). 

 

Quadro 2 - Questionamentos sem resposta em relação a DC. 

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? 
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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). 

 

 Como forma de promover e estabelecer novas ferramentas responsáveis pela 

padronização de diferentes perfis de produtos esperados, mesmo em variadas 

condições de uso, a Organização Pan-Americana da saúde (OPAS), em colaboração 

com a DNDi, Médicos Sem Fronteiras e o Programa Especial de Pesquisa e 

Treinamento em Doenças Tropicais, convocou um grupo do Rio de Janeiro, Brasil 

(abril 2010), para discutirem e promoverem encontros para desenvolvimento e debate de 

Target Product Profile (TPP, Perfil do Produto-Alvo) para a Doença de Chagas, tanto para 

a fase aguda da doença quanto para a crônica (quadro 3).  

 

Nos últimos cinco anos, o TPP para a doença de Chagas foi atualizado 
algumas vezes até chegar à versão atual, validada na reunião da Plataforma 
de Pesquisa Clínica em Doença de Chagas de março de 2010, realizada em 
Buenos Aires, Argentina. (Porras et al, 2015; PLATAFORMA DE PESQUISA 
CLÍNICA EM DOENÇA DE CHAGAS, 2011). 
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Quadro 3- Perfil do produto alvo contra a doença de chagas 

 

Fonte: Adaptado PLATAFORMA DE PESQUISA CLÍNICA EM DOENÇA DE CHAGAS, 2011 

 

 Dados todos os problemas em relação ao tratamento e desafios de novos 

compostos tripanocidas, também é necessário procurar alternativas que sejam 

eficientes. Os principais alvos dos grupos de pesquisas para a busca de alternativas 

são produtos de origem natural, “screening” de bibliotecas de compostos, 

caracterização de enzimas do parasita, busca de inibidores específicos e o 

reposicionamento de fármacos, além de esquemas de combinação de drogas. 

 

2.9 Drogas sintéticas e novas abordagens terapêuticas para a doença de Chagas 

 

 As pesquisas por novos fármacos para o tratamento da doença de Chagas têm 

evoluído sensivelmente nas últimas décadas, com destaque para o sequenciamento 

dos genomas do T. cruzi, T. brucei e Leishmania (Duschak et al., 2007; Mckerrow et 

al., 2008; Moreira et al., 2009) que permitiu a identificação de vários genes, muitos 

deles existentes apenas no parasita e não no homem. 

 Além disso, várias moléculas pequenas vêm sendo exploradas em programas 

de química medicinal com a aplicação de métodos de planejamento de fármacos 

baseados na estrutura do receptor (SBDD - structure-based drug design) e na 

estrutura do ligante (LBDD - ligand-based drug design). As inovações científicas e 

tecnológicas têm contribuído fortemente no direcionamento do processo moderno de 

P&D na área de doenças negligenciadas (Dias et al., 2009). 

 Além dos diversos avanços, o sequenciamento do genoma do T. cruzi também 

contribui com a identificação de diversos alvos biológicos promissores, sendo a maior 
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parte deles enzimas (Duschak et al., 2007; Mckerrow et al., 2008; Soeiro M. N. C.; 

Castro S. L., 2009). 

   Alguns dos alvos mais explorados são as: proteases, esteróis, via glicolítica, 

lipídeos, quinases, organelas celulares, entre outros. 

 Os esteróis, no caso dos organismos unicelulares, são essenciais ao 

crescimento celular. O principal esterol para o crescimento do T. cruzi é o ergosterol, 

o que torna, portanto, a via de biossíntese desse lipídeo um alvo atrativo para o 

desenvolvimento de fármacos (Andricopulo et al., 1998). 

 Em relação a via glicolítica estas formas infectivas são altamente dependentes 

da mesma como fonte de energia através da produção de ATP, está se torna, portanto, 

um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos agentes quimioterápicos para a 

doença de Chagas (Verlline et al., 2001; Souza et al., 2008). Podem-se destacar ao 

menos três enzimas que têm sido bastante exploradas como alvos biológicos: a 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, a hexoquinase, e a fosfofrutoquinase (Urbina, 

J. A.; Crespo, A., 1984).  

 As proteases são enzimas que quebram ligações peptídicas entre aminoácidos 

de proteínas e peptídeos. Se não houvesse essa participação catalítica, não seria 

possível ocorrer a hidrólise de um simples peptídeo (Sajid, M.; Mckerrow, J. H., 

2002). Em protozoários como o T. cruzi, as proteases possuem múltiplas funções que 

envolvem desde a invasão celular até o escape do parasita do sistema imune do 

hospedeiro (Soeiro, M. N. C.; Castro, S. L., 2009).  

Considerando-se o papel essencial dessa classe de enzimas no ciclo de vida 

do T. cruzi, algumas proteases têm sido selecionadas como alvos para o 

desenvolvimento de novos agentes tripanocidas. Cisteíno proteases, serino 

proteases, metaloproteínas e treonino proteases são exemplos de proteases 

amplamente estudadas (Sajid, M.; Mckerrow, J. H., 2002; Soeiro, M. N. C.; Castro, S. 

L., 2009).  

Dentre estas, a cruzaína, também chamada cruzipaína ou GP57/51, alvo dos 

compostos testados no presente projeto, que constitui a mais abundante proteína da 

família das cisteíno proteases do T. cruzi sendo a enzima chave de replicação 

intracelular do parasita, tem sido muito explorada levando à descoberta de vários 

inibidores potentes e seletivos. Das patentes depositadas através da Organização 

Mundial da Propriedade Intelectual (WIPO - World Intellectual Property Organization) 
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sobre moduladores de rotas metabólicas do T. cruzi, os inibidores de cruzaína 

merecem especial destaque.  

As principais classes de inibidores desta enzima incluem: derivados peptídicos 

(Sealey-Cardona, 2007); derivados não-peptídicos (triazóis, 

pirimidinas, tiossemicarbazonas e chalconas (Sealey-Cardona, 2007; Zanatta, N. et 

al., 2008); complexos de rênio e ouro (oxorênios  e ciclometalados de ouro (Fricker, 

S. P. et al., 2008); e doadores de óxido nítrico (nitrosotióis  e nitrosilo complexos de 

ferro e rutênio) (Ascenzi, P. et al., 2001; Silva et al., 2007). 

 Uma gama de estudos tem descrito a potente atividade inibitória de 

tiossemicarbazonas frente ao T. cruzi. Du e colaboradores (2002) descreveram a 3'-

bromopropilfenonatiossemicarbazona e a 3,4-dicloroacetofenona como uns dos mais 

eficazes inibidores da cruzaína, com atividade tripanocida em níveis que não são 

tóxicos para células de mamíferos.   

Tantos derivados de tiossemicarbazonas como 4-tiazolinonas possuem 

atividade antitumoral, antibacteriana, antifúngica e como agente antiprotozoários 

(Espíndola et al., 2015; Gupta et al., 2016; Henandes et al., 2010; Leite et al., 2007; 

Коbylinska et al., 2016; Moreira et al., 2012; Tenório et al., 2005). 

 Os tiazóis têm despertado o interesse dos químicos medicinais por causa de 

suas atividades biológicas. O núcleo tiazol é altamente eficaz para o tratamento de 

doenças fungicas e tem efeitos supressores contra infecções por T. cruzi em 

experiências com seres humanos ou animais (Graebin et al., 2009). Caputto e 

colaboradores (2011) desenvolveram uma série de compostos com função de tiazol 

na sua estrutura, os quais apresentaram excelente atividade in vitro contra cepas de 

epimastigota, tripomastigota e amastigota do T. cruzi, esses estudos indicam que o 

núcleo tiazol é bastante importante como um protótipo estrutural a fármaco 

antichagásico.  

Baseado nisto, foi planejado uma série inédita de 17 compostos tiazolinonicos, 

série DGM, no qual para o planejamento da série de tiazolinonas trocou-se 

bioisostericamente o heterociclo tiazolidin-4-ona pelo 1,3-tiazol, ocorrendo as 

substituições na posição C4 do anel tiazol, os quais foram realizados seus parâmetros 

físico-químicos. 

 

2.10 Gene repórter para teste de descoberta de novos fármacos em larga escala 

 



39 
 

Os genes repórteres permitem visualizar o seu produto de expressão 
(produtos fluorescentes ou corados) e têm uma série de características que 
favorecem a sua função como: ausência de produção endógena, proteína 
sintetizada sem interação fisiológica na célula hospedeira e atividade protéica 
medida de forma simples, rápida e sensível (Dube et al., 2009).  
 

Esta tecnologia é uma ferramenta muito utilizada para monitorar o crescimento 

e a proliferação de bactérias, vírus e outros parasitas em estudos in vitro (Ashutosh et 

al., 2005). É também uma técnica promissora em estudos de progressão de doenças 

em modelos experimentais in vivo. Os principais genes repórteres utilizados são a B-

galactosidase, a proteína verde fluorescente (GFP) e a luciferase.  

 A luciferase é uma potente molécula repórter utilizada em triagens biológicas, 

codificada pelo gene luc, clonado do vaga-lume (Photinus pyralis), catalisa uma 

reação de bioluminescência que requer a luciferina como substrato, ATP, Mg2+ e O2. 

Na presença desses reagentes e mediante a ação da luciferase presente no lisado de 

células, ocorrerá uma reação de oxidação da luciferina com emissão de um flash de 

luz que decai rapidamente. O sinal luminoso é detectado por um luminômetro. A 

emissão total de luz é proporcional à atividade da luciferase na amostra que, por sua 

vez, reflete a taxa de transcrição do gene "repórter" sob ação do promotor em estudo 

(Lin; Barbosa, 2002). 

 O sistema luc tem algumas vantagens quando comparado aos outros sistemas 

usualmente empregados: apresenta uma sensibilidade 10 a 100 vezes superior, o 

processamento das amostras é bem mais rápido, não requer o uso de isótopos, 

apresenta atividade endógena desprezível em células de mamíferos.  

Além de diminuir os erros manuais, possui alta reprodutibilidade, pode ser 

utilizada em testes de descobertas de novos fármacos em larga escala e como é 

distinguida facilmente das proteínas endógenas, pode ser utilizada como método de 

quantificação parasitária em experimentos in vitro e acompanhar a progressão da 

doença, como a determinação da carga parasitária em experimentos in vivo. O seu 

ponto negativo é o alto custo do reagente para realizar a ação (Pazzagli M et al., 1992; 

Lin, C. J.; Barbosa, A. S., 2002).  

 

Visando a melhoria do screening de compostos reduzindo sua escala de 
tempo em comparação com outros métodos convencionais, o presente 
estudo iniciou o desenvolvimento de uma linhagem repórter de T. cruzi que 
expressa a luciferase de pirilampo (luc) e a sua utilização em sistemas de 
screening de drogas in vitro. (Bustamante; Tarleton, 2011; Canavaci et al., 
2010; Kessler et al., 2010). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

As doenças endêmicas parasitárias representam um grave problema médico, 

social e humano e sua prevenção, controle e tratamento representam um grande 

desafio mundial. Por outro lado, do ponto de vista científico, as oportunidades de 

estudos na área de planejamento de fármacos são promissoras, especialmente nas 

últimas décadas com os avanços da biologia molecular e estrutural, bem como da 

química medicinal e computacional, da síntese orgânica planejada e dos ensaios 

biológicos em larga escala.  

O considerável investimento requerido no desenvolvimento de novos fármacos, 

aliado à perspectiva de retornos financeiros insuficientes, tem como resultado a quase 

inexistência de recursos em P&D na área de doenças parasitárias por parte das 

principais companhias farmacêuticas e biotecnológicas do mundo. Outro fator 

interferente é a falta de protocolos definidos para que um composto seja considerado 

um candidato ao desenvolvimento clínico (Romanha et al, 2010). 

 Estudos têm sugerido que o envolvimento do sistema imune de hospedeiros 

infectados com Trypanosoma sp. pode desempenhar um importante papel na eficácia 

da quimioterapia (Albareda, 2015).  

Do mesmo modo que também é importante relacionar com a apoptose 
celular, visto que drogas potenciais para tratar infecções parasitárias devem 
ser capazes de eliminar o parasita e limitar os danos nas células do 
hospedeiro (Jimenez et al. 2008; Menna-Barreto et al. 2009; Menna-Barreto; 
Castro, 2014) 
 

 Andriani et al. (2011): 

Então o desenvolvimento de ensaios in vitro para avaliação da atuação dos 
compostos é essencial, visto que formas evolutivas de T. cruzi podem ser 
facilmente obtidas através de cultura de células e a eficácia do medicamento 
pode ser determinada usando uma variedade de abordagens, incluindo o 
espectrofotômetro ou avaliação fluorométrica de crescimento do parasita. 

 

 Sendo assim, compostos desenhados por modificações estruturais ou por 

analogia estrutural a fármacos e/ou protótipos com conhecida ação antiparasitária 

(1,3-tiazóis substituídos) foram investigados in vitro quanto à ação anti-T. cruzi em 

ensaios sobre as formas evolutivas desse parasito.  

Além disso, visando a melhoria do screening de compostos reduzindo sua 

escala de tempo em comparação com outros métodos convencionais, o presente 

estudo inciou o desenvolvimento de uma linhagem repórter de T. cruzi que expressa 
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a luciferase de pirilampo (luc) e a sua utilização em sistemas de screening de drogas 

in vitro. A atividade da enzima luciferase expressa pelo parasita transgênico pode ser 

detectada por luminometria e a intensidade de luminescência pode ser facilmente 

quantificada utilizando-se o leitor de placas (luminômetro).  

 O uso dos métodos descritos acima evidenciam como novas ferramentas 

podem contribuir na melhoria do rendimento da descoberta do potencial tripanocida 

de drogas in vitro (Bustamante; Tarleton, 2011; Canavaci et al., 2010; Kessler et 

al., 2010). 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Contribuir para a compreensão do mecanismo de ação de compostos 1,3-tiazóis 

substituídos com potencial ação tripanocida. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a atividade citotóxica de substâncias obtidas por meio sintético; 

• Determinar in vitro a atividade antiparasitária das substâncias avaliadas sobre formas 

amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi; 

• Avaliar características físico-químicas e de Absorção, Distribuição, Metabolismo e 

Excreção (ADME) dos compostos utilizando ferramentas computacionais para 

predição dessas características; 

 

; 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Compostos 

 

 Os dezesseis compostos testados da série DGM foram sintetizados com 

colaboração com o laboratório de Laboratório de Síntese de Fármacos do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas da UFPE. A estrutura geral dos compostos 

está descrita na figura 8 e os substituintes e peso molecular de cada composto estar 

descrito na tabela.1. 

 

Figura 8 - Estrutura geral dos compostos DGM. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022).  
Legenda: Estrutura geral dos compostos DGM. 
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Tabela 1 – Substituintes e pesos moleculares do 1,3-tiazol 

   

Fonte: Elaborada pela autora, 2022. 
 

 Suas estruturas estão expostas na figura 9. Os compostos foram solubilizados 

em DMSO (dimetilsulfóxido) e estocados a -20°C. Para os ensaios, cada composto foi 

diluído na concentração apropriada utilizando-se o meio de cultura adequado. 
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Figura 9– Estruturas e pesos moleculares de uma nova classe de compostos tiossemicarbazonas (série 
DGM). 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022. 

 

5.2 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-se a 
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enzima cruzaína do parasita T. cruzi como alvo biológico (PDB: 3IUT, 

http://www.rcsb.org).  

O sítio ativo foi definido como todos os átomos que estão dentro do raio de 6,0 

Å a partir do ligante co-cristalizado (KB2). O programa GOLD 5.2 (Cambridge 

Crystallographic Data Centre, UK) foi utilizado para realizar os cálculos de docking 

molecular, utilizando a função de pontuação ChemPLP.  

Para levar em consideração os graus de liberdade do receptor, com o intuito de 

simular melhor o ajuste induzido, os seguintes aminoácidos tiveram seus grupos 

laterais tratados como flexíveis, utilizando a biblioteca de confórmeros: CYS25, 

TRP26, ASP60, SER64, LEU67, MET68, ASN70, MET160, ASP161 e LYS162. 

Posteriormente, o programa BINANA (Durrant e 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). 

 

5.3 Animais  

 

 Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizados camundongos Mus musculus 

das linhagens isogênicas BALB/c, machos, com 6 - 8 semanas de idade, pesando 20 

± 2 g considerando-se CEUA (Comitê de Ética no Uso de Animais) (anexo A). O 

protocolo de experimentação animal utilizado para os ensaios de imunomodulação, 

foi avaliado com registro (anexo B). 

 

5.4 Obtenção de esplenócitos murinos  

 

 Após sacrifício do animal em câmara de CO2, removeu-se o baço de cada 

camundongo em condições assépticas e colocado em tubo Falcon contendo meio 

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) +1% de antibiótico. 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 Falcon contendo 

aproximadamente 10ml de meio RPMI+1% de antibiótico por baço, centrifugadas 400 

http://www.rcsb.org/


48 
 

x g durante cinco minutos. O sedimento (contendo as células) foi ressuspendido 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. 

 

5.5 Avaliação da atividade citotóxica 

 

5.5.1 Células de linhagem macrofágica RAW 264.7 

 

 Macrófagos da linhagem RAW 264.7 (105 células/ml) foram semeados em 

placas de 96 poços (198 ul em cada poço) contendo meio DMEM completo em 

atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC overnight. Posteriormente, foram adicionados os 

compostos em diferentes concentrações (100; 50; 25; 10; 5; 1 μg/ml), sendo 

novamente incubados pelas mesmas condições durante 48h (Pereira et al., 1994). 

Cada composto foi testado em duplicata.  

Após esse período, foi adicionado MTT brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-

2,5-bifenil tetrazolium) em PBS(5 mg/mL, p/v), seguido de nova incubação por 2h a 

37ºC. O meio de cultura, juntamente com o excesso de MTT será aspirado e 100uL 

de DMSO será adicionado para dissolução dos cristais de formazan (Alley et al., 

1998). A densidade óptica será lida em leitor de placas de 595 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 média da densidade óptica (OD) dos poços testes será 

comparada com a média da densidade óptica do grupo controle para determinação 

da CC50 

 

5.6 Avaliação da atividade tripanocida  

 

5.6.1 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, 
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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). 

 

5.6.2 Tripomastigotas  

 

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infecção in vitro 

(107 parasitos) da linhagem de células Vero, 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 (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. 

 

5.6.3 Amastigotas 

 

 As formas tripomastigotas (cepa Tulahuen) foram obtidas a partir da infecção in 

vitro da linhagem de células L929, após estas obterem confluência em cultura. Para a 

obtenção de formas amastigotas, células L929 foram semeadas em placas de 96 

poços, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO2, para 

aderência. Parasitas foram adicionados na proporção de 10 tripomastigotas/L929. 

Após 3h de interação, os parasitas não internalizados foram removidos, e as 

placas incubadas por 48h para a consolidação da infecção. Os compostos foram 

adicionados em diferentes concentrações (0,6 a 20 µg/mL), e as placas incubadas 

novamente por 96h. Foram utilizados poços apenas com meio de cultura como 

controle negativo e poços com Benzonidazol como controle positivo. 
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 Ao final da incubação foi adicionada a solução de CPRG (Chlorophenol red-β-

D-galactopyranoside, 500µM, 0,5% de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova 

incubação por 18h, a a 37°C. Foi realizada a leitura da absorbância a 570 nm no 

espectrofotômetroTHERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. Os valores de IC50 foram 

calculados por análise de regressão utilizando o software GraphPad Prism. Cada 

ensaio foi realizado em triplicata.  

 

5.7 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 foi o teste Mann-Whitney. Todas as conclusões foram tomadas ao 

nível de significância de 5% e todas as análises foram feitas no software GraphPad 

Prism 5.0. 

 

5.8 Produção de linha transgênica de T. cruzi expressando o gene repórter da 

luciferase 

 

5.8.1 Amplificação do gene da luciferase, clonagem e subclonagem 

 

 Para a subclonagem do gene da luciferase no plasmídeo pROCK, gentilmente 

cedido pela Drª Amaranta Muniz Malvezzi, foi necessário realizar uma troca de base 

de nitrogenada que não alterasse a proteína da luciferase. Foi realizado a técnica de 

PCR em duas etapas. Na primeira etapa é amplificado o início do gene até onde será 

inserido a mutação, modificando o primer reverse com a mutação desejada.  

Numa segunda PCR é realizada à amplificação do gene completo utilizando o 

produto da primeira PCR como um megaprimer iniciador com o primer reverso comum 

do fim do gene. É gerado assim o gene completo com uma mutação pontual no local 

desejado. Para amplificação do gene a partir do plasmídeo pLEW foram desenhados 

primers (forward 5’- CTCGAGTTACAATTTGGACTTTCC- 3’) (reverse com mutação – 

5’- CCATCCTCAAGAGGATAG- 3’) e (reverse comum- 5’-
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TCTAGAGGCGGCAATGGAAGACGCC- 3’) com restrição para as enzimas XbaI e 

Xhol Thermo Fisher Scientific).  

 Foram utilizadas as enzimas Pfx 50 (Thermo Fisher Scientific) e GoTaq 

(Promega) na primeira e segunda etapa da PCR, respectivamente. Todas as 

eletroforeses foram realizadas em gel de agarose 1% corado com SYBR Green 

(Thermo Fisher) e analisadas em fotodocumentados L-PIX (Loccus).  

As condições da reação de PCR foram 94 ºC por 3 minutos para desnaturação 

inicial, seguida de 35 ciclos (94ºC – 30s/ 65 ºC – 55ºC – 1m/ 68 ºC 30s) e 3 min 68ºC 

para extensão final. O fragmento amplificado, foi purificado e clonado no vetor 

de clonagem pGEM- T Easy (Promega) e transformado em células de E.coli 

quimiocompetentes por choque térmico, sendo as colônias selecionadas em 

meio LB-AMP(50ug/mL) contendo IPTG (1 uL a 100mM) e X-Gal ( 1 uL a 

20mg/mL). 

 O DNA plasmidial das colônias brancas foram extraídos através da lise 

alcalina e confirmados através de digestão com a enzima EcoRI (Thermo 

Scientific) a 37º C por 2 horas em banho-maria. As amostras que liberaram uma 

banda no tamanho predito na digestão foram submetidas ao sequenciamento, 

realizado no equipamento ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosytems) do 

Núcleo de Plataformas Tecnológicas (NPT) do CPqAM-FIOCRUZ.  

As sequências obtidas a partir dos eletroferogramas gerados nas reações de 

sequenciamento foram analisadas no programa EditSeq v 5.0 (DNAStar-Lasergene). 

Em seguida estas foram submetidas a uma busca realizada pelo BLAST (Altschul, et 

al 1990), para identificação do gene da luciferase.   

 Para as subclonagens, a construção plasmidial no vetor pGEMT-easy contendo 

o gene da luciferase foi digerido com enzimas de restrição XbaI/ Xhol (Thermo Fisher 

Scientific), para obtenção dos fragmentos de DNA esperado. As bandas de interesse 

foram excisadas e purificadas utilizando-se o sistema de purificação GFX (GE 

Helthcare®) conforme recomendação do fabricante. 

 O vetor plasmidial pROCK (figura 10) continha o gene da GFP, o qual foi 

liberado através da digestão com as enzimas de restrição XbaI/ Xhol (Thermo Fisher 

Scientific), sendo posteriormente purificado com o sistema de purificação GFX (GE 

Helthcare®) conforme recomendação do fabricante. 



52 
 

  A construção do plasmídio recombinante através da ligação do plasmídio 

digerido e fragmento purificado com a enzima T4 DNA ligase 0.4 U (NEW ENGLAND 

Biolabsinc.), juntamente 1 μl de tampão10x (Ligase Buffer), 100 ng do vetor 

linearizado e água Milli-Q em quantidade suficiente para o volume final de 10 μl a 16ºC 

por 18 horas. Reações contendo o vetor com o gene GFP e reações o com o vetor 

linearizado, foram utilizados como controles negativos da ligação. 

 As construções foram transformadas em bactérias E. coli cepa TOP10 

competentes, através de choque térmico (30 minutos imersas em gelo e 5 minutos em 

banho-maria à 37ºC) em solução tamponada de cloreto de magnésio. Em seguida, 

estas células, foram plaqueadas em meio LB sólido contendo ampicilina na 

concentração de 100 μg/mL, crescendo durante 16 horas em estufa a 37ºC.  

Após análise das placas, colônias de cada gene foram escolhidas 

aleatoriamente, isoladas e inoculadas em tubos contendo 3 mL de meio LB líquido 

com ampicilina (100 μg/mL). Os inóculos foram então colocados sob agitação 

constante em temperatura de 37ºC por aproximadamente 16 horas.  

Após o crescimento, foram retiradas alíquotas de 1,5 mL dos inóculos, para 

obtenção de um sedimento através de centrifugação à 12.000 g por 3 minutos. A partir 

do sedimento foi realizado o protocolo da extração de DNA plasmidial 

(minipreparação) manual, e a análise do plasmídeo obtido realizada em gel de 

agarose a 1% corado com SYBR Green (Thermo Fisher). 
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Figura 10 – Mapa do vetor de expressão em T. cruzi. pROCK-GFP-Neo 

 

 

Fonte: A autora, 2019. 
 

A enzima de modificação Antarctic Phosphatase (NEW ENGLAND Biolabs), 

possui a função de desfosforilar a extremidade 5‟ do DNA e sua utilização foi 

necessária para minimizar os eventos de religação de DNA plasmidial nas etapas de 

subclonagem, eventos estes induzidos pela presença de fragmentos resultantes de 

apenas uma das duas enzimas, XbaI/ Xhol, utilizadas nas reações de subclonagem. 

Para fins de utilização dessa enzima foi seguida às instruções do fabricante.  

A escolha desta enzima (Antarctic Phosphatase) de modificação em relação a 

fosfatase alcalina tradicional (Calf Intestinal Phosphatase - CIP) se deu pelo fato da 

primeira possuir temperatura de inativação, facilitando assim seu uso e possibilitando 

um maior controle da reação. A confirmação das subclonagens foi feita através da 

análise pela digestão (usando as enzimas BamHI e XhoI) e corrida em gel de agarose 

1%. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Síntese e caracterização química 

 

 Uma vez realizado o planejamento estrutural, procedeu-se à síntese dos 

compostos propostos. A figura 11 apresenta a sequência de reações envolvidas na 

síntese dos novos tiazóis. Os compostos 2-17 foram sintetizados via condensação 

com base de Schiff, em uma simples reação química de 2 etapas. Primeiramente, as 

tiossemicarbazonas (1a-b) foram preparadas pela reação de 2,3,4-tricloroacetofenona 

ou 3,4-dicloroacetofenona comercialmente disponíveis com tiossemicarbazida em 

banho de ultrassom na presença de H2SO4 catalítico.  

Os tiazóis (2-17) foram preparados de acordo com a metodologia descrita por 

Hantzsch, pela reação da respectiva aril tiossemicarbazona com -haloacetofenonas 

comercialmente disponíveis (Figura ). Essas reações foram realizadas na presença 

de um excesso de NaOAc anidro sob refluxo, proporcionando compostos com 

rendimentos variáveis (22-75%) e pureza aceitável (>95%).  

As estruturas químicas dos compostos foram determinadas por ressonância 

magnética nuclear (RMN, 1 H and 13C) e infravermelho (IV). A análise dos espectros 

de RMN de 1 H and 13C dos compostos (2-17) destacou os sinais relativos à metina 

localizada na posição C-5 do anel heterocíclico, que são diagnósticos para esta classe 

de compostos. 

 Em RMN 13C, o carbono metino C4 representativo do anel tiazol está localizado 

aproximadamente em   = 105 ppm. Em IV, a presença da banda referente às ligações 

imínicas, bem como a ausência de absorção na região carbonilada, também são 

sugestivas da formação de compostos (2-17).  

Outra característica estrutural importante desses compostos é a posição da 

ligação dupla envolvendo o carbono C2 do anel heterocíclico. Na RMN 1H dos 

compostos (2-17), o deslocamento químico do N-H apresenta uma mediana de 4,87 

ppm (DMSO- d6). 
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Figura 11- Síntese dos compostos propostos 

 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda:  Síntese dos compostos. (A) Obtenção de 1a e 1b (Reagentes e condições): respectivamente 
chloroacetonas, tiossemicarbazidas, etanol, H2SO4,))), 2hrs; (B) Obtenção de 1,3-tiazois 2-17 
(Reagentes e condições): 1a ou 1b, respectivamente halo acetofenonas, isopropanol, refluxo a 100 °C, 
com agitação por 2-6h. 

 

6.2 Avaliação farmacológica 

 

 Após a caracterização estrutural dos 1,3 tiazóis, foi determinada a ação 

antiparasitária e a citotoxicidade na célula hospedeira. Inicialmente, os compostos 

foram avaliados quanto à sua capacidade de inibir a proliferação de epimastigotas da 

cepa Dm28 de T.cruzi, bem como sua toxicidade contra tripomastigotas da cepa Y. 

Em seguida, a citotoxicidade foi determinada em macrófagos RAW 264.7 e os 

resultados foram expressos em uM. 

 Os resultados foram expressos respectivamente em termos de valores de IC50 

e CC50. O medicamento de referência utilizado foi o benzonidazol (BZD), que 

apresentou valor CC50 40,96 uM contra tripomastigotas. Os compostos que exibiram 

CC50 inferior ao de BDZ neste ensaio foram considerados agentes ativos anti T.cruzi. 

Na tabela 2, em relação à atividade antiproliferativa contra a forma 

epimastigota, todos os compostos foram mais ativos que o benzonidazol e capazes 

de inibir a proliferação de epimastigotas, que apresentou IC50 menor que o BZD. Em 

relação à atividade dos compostos contra a forma tripomastigota, os valores de IC50 

revelaram que os compostos 8 (2,64M), 4 (3,27M), 10 ( 4,08 M) e 16 ( 4,82M) 

foram pelo menos 10 vezes mais potente que o BDZ. Os compostos 2, 14 e 17 foram 
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duas vezes mais ativos, enquanto os compostos 3,5,7,13 e 15 foram tão equipotentes 

quanto o BDZ. O compost 9 estava inativo (65,96 M). 

 Em relação à atividade tripanocida contra a forma amastigota, o composto 15 

apresentou o melhor valor de IC50 (3,65 M), sendo mais ativo que o fármaco padrãp 

BDZ ( 5,64M). Os compostos 11 (5,96 M) e 12 ( 4,46M) exibiram atividade 

equipotente quando comparados ao BDZ. 

 Sobre a citotoxicidade em macrófagos, alguns dos tiazóis apresentaram baixa 

citotoxicidade. Por exemplo, os compostos 6,8,9,14,16 e 17 apresentaram CC50> 

44,18M. 

 

Tabela 2- Citotoxicidade dos compostos DGM em linhagem cellular de macrófago RAW 264.7 e 
atividade tripanocida contra as formas epimastigota, tripomastigota e amastigote de T. cruzi. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
Legenda: NS não seletivo 
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6.3 Parâmetros ADME e físico-químicos 

 

 A notação SMILES para todas as moléculas aqui investigadas foi 

submetida ao servidor online SwissADME (swissadme.ch) para determinar os 

descritores físico-químicos, as propriedades farmacocinéticas e a druglikeness de 

todos os compostos.  

De acordo com a regra dos cinco de Lipinski, compostos semelhantes a drogas 

a serem administrados oralmente não devem ter mais de uma violação. Um composto 

que obedece a pelo menos três dos quatro critérios pode aderir à regra de Lipinski. A 

predição para todas as moléculas também mostra concordância com a regra de Veber 

e colaboradores, 2002.  

 Um resumo dos parâmetros previstos como: peso molecular, LogP, 

biodisponibilidade oral, área de superfície polar (TPSA), doadores e aceitadores de 

ligações de hidrogênio, são apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3- Propriedades físico-químicas dos compostos DGM (2-17), calculado por Swiss ADMW. 

Fonte: O autor 

6.4 Docking molecular  

 

Ao observar os valores de score (ChemPLP) das soluções de docking dos 

compostos DGM (tabela 3) observa-se que não ocorreram grandes variações de 

afinidade predita entre os isômeros (E e Z) de cada composto, apresentando uma 
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variação média de 1,12 pontos de ChemPLP. A diferença de score variou entre 51,48 

(DGM-E- 4) e 67,63 (DGM-Z-8), variação de 16.15. Como os isômeros Z costumam 

ter maior afinidade pela cruzaína, em comparação com o isômero E, para cada 

molécula, apenas eles (Z) foram considerados.  

 

Tabela 4 - Valores de score (ChemPLP) para as soluções de docking dos compostos DGM em seus 
respectivos isômeros E e Z. 

  
    Fonte: Elaborado pela autora, 2022. 

 

Os isômeros dos compostos DGM-7, DGM-8, DGM-9, DGM-10 e DGM-17 

estão entre os 9 melhores compostos em termos de afinidade predita, sendo que para 

o composto DGM-7 apenas o isômero Z apresentou um bom resultado (figura 12). Ao 

analisar as estruturas dos compostos DGM, observou-se que a única diferença 

estrutural entre os dois compostos que apresentaram a melhor afinidade predita pela 

cruzaína (DGM-8: 67,63/DGM-17: 67,44) está na presença de um átomo de cloro 

como substituinte na posição 2 de um dos anéis aromáticos no composto DGM-17. 

Além disto, estes dois ligantes diferem em relação aos demais compostos desta 

série pela utilização de um grupo fenil como substituinte em um dos anéis aromáticos. 

Ademais, o composto DGM-9, o qual possui um naftil substituindo um dos anéis 

aromáticos, também apresentou uma boa afinidade predita, apresentando um efeito 

similar ao observado na adição do fenil realizada pelos compostos DGM-8 e DGM-17. 
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Figura 12- Interação entre os compostos da série DGM e a cruzaína 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. 
Legenda: As melhores soluções de docking para os quatro melhores compostos (DGM-8, DGM-17, 
DGM-7 e DGM-9), em termos de afinidade predita, posicionados no sítio ativo da cruzaína. 

 

 Em relação aos compostos DGM-7 e DGM-10 diferem estruturalmente no 

posicionamento de átomos de cloro em um dos anéis aromáticos. Enquanto o 

composto DGM-7 possui átomos de cloro posicionados nas posições 2 e 3 do anel 

aromático, o composto DGM-10 possui estes mesmos átomos de cloro nas posições 

1 e 3 do anel aromático. 

 O composto DGM-8 (Figura 13a) realizou uma ligação de hidrogênio com o 

resíduo ASP161 e contatos hidrofóbicos com os resíduos TRP26, GLY65, LEU67, 

MET68, ALA136, VAL137, ALA138 e GLY163. Já o composto DGM-17 (Figura 13b) 

realizou uma ligação de hidrogênio com o resíduo ASP161 e contatos hidrofóbicos 

com os resíduos TRP26, GLY65, LEU67, MET68, ALA136, VAL137, ALA138, HIS162 

e GLY163. Vale ressaltar que os compostos DGM-8 e DGM-17 realizaram interações 

com os mesmos resíduos, diferindo apenas no tipo de interação ocorrida com o 

resíduo HIS162, o qual realizou um pi-pi stacking com o composto DGM-8 e apenas 

um contato hidrofóbico com o composto DGM-17. 
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Figura 13- As interações intermoleculareds que ocorrem nas melhores soluções de docking dos 
compostos da série DGM e os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da cruzaína. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
Legenda: (a) DGM-1.7 (ciano), (b) DGM-2.7 (magenta), (c) DGM-1.6 (laranja) e (d) DGM-1.9 (azul). As 
ligações de hidrogênio estão na cor vermelha, pi-pi stackings estão na cor amarela e contatos 
hidrofóbicos estão na cor verde. 
 

 O composto DGM-7 (Figura 13c) realizou uma ligação de hidrogênio com o 

resíduo ASP161 e contatos hidrofóbicos com os resíduos CYS23, TRP26, GLY65, 

MET68, ALA138 e HIS162. Enquanto o composto DGM-9 (Figura 13d) realizou um pi-

pi stacking com o resíduo HIS162 e contatos hidrofóbicos com os resíduos GLY23, 

CYS25, TRP26, LEU67, MET68, ALA138, ASP161 e TRP184. 

 Além disto, alguns resíduos de aminoácidos presentes no sítio ativo da 

cruzaína se mostraram importantes para estabilização dos compostos DGM, sendo 

eles: a) ASP161, o qual realizou uma ligação de hidrogênio com 14 isômeros 

diferentes; b) TRP26 e HIS162, os quais realizaram 3 e 2 pi-pi stackings, 

respectivamente, além de realizarem contatos hidrofóbicos com a maioria dos 

isômeros; c) GLY23, GLY65, LEU67, MET68 e ALA138, os quais realizaram contatos 

hidrofóbicos com a maioria dos isômeros; d) LEU160 e GLU208, os quais realizaram 

contatos hidrofóbicos com a maioria dos isômeros E; e) TRP184, que realizou 

contatos hidrofóbicos com a maioria dos isômeros Z. 
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6.5 Amplificação e clonagem no vetor pGEMT-easy 

 

        Na figura 14 estar representada em gel de agarose 1% as bandas referentes à 

amplificação obtida pelo esquema de megaprimer na primeira etapa da PCR e a 

amplificação completa do gene da luciferase no tamanho predito. Para as 

amplificações até a região da mutação, as bandas se encontram em ≈60pb (figura A). 

Já para o gene completo a amplificação é de ≈ 1650pb (figura B).  

 

Figura 14- Amplificação do gene da luciferase em duas etapas. 

 

 
Fonte: A autora, 2022.  
Nota:  PCR dos esquemas do esquema de megaprimer demonstrando bandas de aproximadamente 
≈60pb em (A) e em (B) amplificação completa do gene da luciferase, demonstrando banda de 
aproximadamente ≈1650pb. Marcador (M): 1 Kb plus (Invitrogen). 

 

6.5.1 Clonagem em pGEM T- easy 

       Na figura 15 observa-se uma digestão de confirmação da clonagem com a enzima 

de restrição EcoRI, para a verificação da inserção do gene da luciferase amplificado 

no vetor de clonagem pGEM T-easy. O gel apresenta o plasmídeo no tamanho 

aproximado de ≈3000pb. O gene da luciferase possui um sítio de EcoRI dentro dele 

por isso o aparecimento de duas bandas, ≈1000pb e ≈750pb, respectivamente. 
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Figura 15 - Digestão das clonagens do gene da luciferase. 

 

Fonte: A autora, 2022.  
Nota: Digestão em gel de agarose 1%, com a enzima EcoRI, demonstrando o inserto no tamanho esperado de 
1000pb e 750pb. Marcador (M): 1 Kb plus (Invitrogen). 

 

6.6 Subclonagem no vetor de expressão 

 

         O gene repórter da luciferase obtido através da clonagem em pGEMT-easy foi 

purificado e confirmado através de sequenciamento. Para obtenção da linhagem 

repórter de T.cruzi foi necessária à subclonagem do gene da luciferase no vetor de 

expressão pROCK. Para essa subclonagem, o plasmídeo pROCK foi digerido com as 

enzimas de restrição Xbah e Xhol, assim como o gene da luciferase. Na figura 16 

observa-se o controle, plasmídeo pROCK liberando um gene de tamanho diferente da 

luciferase, ≈7000pb e ≈750pb, respectivamente. E o plasmídeo pROCK ≈7000pb, 

liberando o gene da luciferase no tamanho predito ≈1650pb. 
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Figura 16- Confirmação de subclonagem do gene da luciferase no pROCK 

 

Fonte: A autora, 2022.  
Nota: Gel de agarose após a eletroforese dos fragmentos de DNA resultantes da reação de 
subclonagem. Digestão enzimática das minipreparações com as enzimas Xbah e XhoI verificando a 
liberação do fragmento no tamanho esperado de 1650 pb para os genes luciferase e 7000 pb para o 
vetor plasmidial pROCK. Como controle utilizou-se o plasmídeo pROCK com as mesmas enzimas da 
reação anterior, liberando um fragmento de tamanho diferente do gene da luciferase, de 750pb. O 
tamanho dos fragmentos do marcador de peso molecular está mostrados a esquerda. 
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7 DISCUSSÃO  

 

Neste trabalho a atividade antiparasitária e citotóxica dos compostos da série 

1,3-tiazóis substituídos foram avaliados. Também iniciamos a construção de uma 

cepa transgênica fluorescente. Os compostos 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 fato de ser uma enzima lisossomal, uma forma 

de inibi-la é interrompendo sua produção e transporte (APT, 2010). 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). 

Nesta série, os tiazóis foram obtidos a partir de dois diferentes derivados de 

tiossemicarbazonas: a 2',3',4'-tricloroacetofenona (2-12) e a 2,2',4'-tricloroacetofenona 

(13-17). Não foi possível estabelecer uma tendência quanto à influência da 

substituição do cloro no anel fenil, uma vez que os compostos de ambas as sub-séries 

foram altamente ativos contra as formas tripomastigota e amastigota de T. cruzi. 

Também não há tendência quanto à substituição em C4 do anel tiazol. No 

entanto, observou-se que o grupo naftila é deletério para a atividade tripanocida, uma 

vez que o composto 9 foi inativo para as formas tripomastigota (IC50 65,96 µM) e 

amastigota (25,38 µM). Podemos destacar os compostos 4, 8, 10 e 16 por sua 

interessante atividade contra as formas tripomastigotas do parasito. 

Todos os compostos testados por esse ensaio mostraram algum grau de 

atividade citotóxica. No entanto os compostos 4, 8 e 16 mostraram um bom índice de 

seletividade para as formas amastigotas e tripomastigoas, sendo compostos 

considerados promissores. 

  Observou-se que os compostos que possuem um anel aromático como 

substituinte, seja através da adição de um fenil (DGM-8 e DGM-17), quanto através 

da modificação de um dos grupos fenil por um naftil (DGM-9), obtiveram soluções de 

docking mais estáveis quando comparados com compostos que não possuem este 

anel adicional. Isto ocorre porque ao aumentar o número de átomos de carbono 

presentes nos compostos ligantes, aumenta-se também a possibilidade de realização 

de contatos hidrofóbicos com um número maior de resíduos.  
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Além disto, por tratar-se de anéis aromáticos, aumenta-se também as chances 

de realização de interações do tipo pi-pi stackings. Vale ressaltar que três dos cinco 

pi-pi stackings observados ocorreram com isômeros destes compostos que, embora 

não tenham ocorrido com o anel aromático adicional, pode ter sido possível devida a 

estabilidade estrutural destes compostos no sítio ativo da macromolécula. 

Além disso, observou-se que a adição de átomos de cloro como substituintes 

também aumentou a afinidade destes compostos pela cruzaína. Os compostos DGM-

7 e DGM-10 possuem cinco átomos de cloro, os quais estão distribuídos entre os dois 

anéis aromáticos, dois em um dos anéis e três no outro, também apresentaram boas 

soluções de docking (DGM-7: 59,18 e DGM-10: 58,76). 

Assim, acredita-se que a utilização de anéis aromáticos e/ou átomos de cloro 

como substituintes na série de moléculas DGM podem ser o motivo por traz do 

aumento da afinidade destes compostos pelo sítio ativo da enzima cruzaína, quando 

comparados com as demais moléculas desta série, que não possuem estas 

substituições, potencializando as chances desses compostos como possíveis 

candidatos à fármacos anti-T. cruzi, inibidores da enzima cruzaína. 

No processo de descoberta e design de medicamentos, espera-se que 

moléculas promissoras apresentem alta atividade biológica, com baixa toxicidade e 

propriedades ADME ideais, sendo assim parâmetros farmacocinéticos e 

farmacodinâmicos são extremamente importantes (PELLEGATI, 2012).  

Os parâmetros ADME podem ser estimados através de abordagens in silico, 

usando sua estrutura molecular para predições (ALQAHTANI, 2017). Conforme 

demonstrado no presente trabalho, os compostos mais ativos (4, 8, 10 e 16) 

mostraram concordância com a regra de Lipinski, e possuem similaridade 

farmacológica quando comparados ao BDZ. 

O druglikeness compara as propriedades de moléculas (candidatos à fármacos) 

em desenvolvimento com fármacos já aprovados (MIGNANI et al., 2018). As regras 

que indicam que um composto é um bom druglikeness são as regras de Lipinksi, 

Ghose, Vebber, Egan e Muegge. 

Os compostos mais ativos (4, 8, 10 e 16) apresentaram concordância com a 

regra de Lipinski, similares com o BZD, porém com baixa permeabilidade com base 

na absorção gastrointestinal (GI), e não são permeáveis à barreira hematoencefálica 

(BHE). Como a Doença de Chagas não tem implicação no sistema nervoso central é 
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importante que as moléculas não atravessem (UPADHYAY, 2014), segundo o modelo 

preditivo BOILED-Egg (Brain Or Método de permeação estimado intestinal).  

A permeabilidade gastrointestinal pode ser ainda melhorada através da 

tecnologia farmacêutica com recursos sofisticados, como por exemplo, por 

conjugação com carreadores de drogas acessíveis (drug delivery) para promover a 

distribuição de drogas e a biodisponibilidade em circulação, como nanopartículas, 

nanovesículas e a ciclodextrina (ARRÚA et al., 2019).  

Além disso, a impenetrabilidade do BBB enuncia uma provável neurotoxicidade 

nula dos compostos, ficando eles restritos à circulação e órgãos onde residem os 

parasitas. A única diferença estrutural entre os dois compostos mais bem classificados 

em termos de afinidades previstas para o sítio de ligação da cruzaína (composto 8: 

67,63; composto 17: 67,44) reside na presença de um átomo de cloro como 

substituinte para a posição 2 em um dos compostos aromáticos. 

 Anéis no composto 17 que está ausente no composto 8. Adicionalmente, a 

estrutura dos compostos 8 e 17 difere dos demais compostos usados neste estudo 

por terem um grupo 4-Ph-Ph como substituinte. 

Uma inspeção detalhada das interações intermoleculares revela que 

compostos que possuem anéis aromáticos adicionais, pela adição de um substituinte 

fenil (compostos 8 e 17) ou pela substituição de um dos grupos fenil por um grupo 

naftil (composto 9), produziram afinidades mais altas previstas para a cruzaína alvo. 

Esse efeito pode estar relacionado ao aumento do número de átomos de 

carbono, melhorando os contatos hidrofóbicos com esses ligantes. Além disso, é 

importante notar que três dos cinco empilhamentos pi-pi observados ocorreram com 

ligantes que possuem esses anéis aromáticos adicionais, embora essas interações 

não tenham ocorrido com os substituintes fenil e naftil mencionados anteriormente. 

Esses substituintes aromáticos adicionais podem desempenhar um papel 

importante ao conceder um deslocamento conformacional no sítio de ligação da 

cruzaína, melhorando as afinidades previstas para esses compostos específicos. 

É importante investigar 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 

BZD (BUSTAMANTE; TARLETON, 2011). Todos os compostos demonstraram ter 

melhor IC50 que a droga de referência frente a epimastigotas. Já para tripomastigotas, 

os compostos que demonstraram ter melhor atividade foram 4, 8,10, 16 e 17 e para 

amastigotas foram 12 e 15. 
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Os genes repórteres codificam um produto genétido, que permite facilmente 
visualizar o seu produto de expressão (produtos fluorescentes ou corados) e 
têm uma série de características que favorecem a sua função como: ausência 
de produção endógena, proteína sintetizada sem interação fisiológica na 
célula hospedeira e atividade protéica medida de forma simples, rápida e 
sensível (DUBE et al., 2009). 
 

 Esta tecnologia é uma ferramenta muito utilizada para monitorar o crescimento 

e a proliferação de bactérias, vírus e outros parasitas em estudos in vitro (ASHUTOSH 

et al., 2005). É também uma técnica promissora em estudos de progressão de 

doenças em modelos experimentais in vivo.  

Atualmente os genes repórteres podem ser classificados como extracelular ou 

intracelular. Os produtos expressos intracelularmente ficam retidos dentro da célula 

que expressam, por exemplo: acetiltransferase (CAT), a B-galactosidase, lactamase, 

a proteína verde fluorescente (GFP) e a luciferase.  

A luciferase é uma potente molécula repórter utilizada em triagens biológicas, 

codificada pelo gene luc, clonado do vaga-lume (Photinus pyralis), catalisa uma 

reação de bioluminescência que requer a luciferina como substrato, ATP, Mg2+ e O2. 

Na presença desses reagentes e mediante a ação da luciferase presente no lisado de 

células, ocorrerá uma reação de oxidação da luciferina com emissão de um flash de 

luz que decai rapidamente. O sinal luminoso é detectado por um luminômetro. 

 A emissão total de luz é proporcional à atividade da luciferase na amostra que, 

por sua vez, reflete a taxa de transcrição do gene "repórter" sob ação do promotor em 

estudo (LIN; BARBOSA, 2002). 

O sistema luc tem algumas vantagens quando comparado aos outros sistemas 

usualmente empregados: apresenta uma sensibilidade 10 a 100 vezes superior, o 

processamento das amostras é bem mais rápido, não requer o uso de isótopos, 

apresenta atividade endógena desprezível em células de mamíferos.  

Além de diminuir os erros manuais, possui alta reprodutibilidade, pode ser 

utilizada em testes de descobertas de novos fármacos em larga escala e como é 

distinguida facilmente das proteínas endógenas, pode ser utilizada como método de 

quantificação parasitária em experimentos in vitro e acompanhar a progressão da 

doença, como a determinação da carga parasitária em experimentos in vivo. 

 O seu ponto negativo é o alto custo do reagente para realizar a ação 

(PAZZAGLI et al., 1992; LIN C. J.; BARBOSA, A. S., 2002). Então a necessidade de 

novas moléculas, é muito importante a criação de cepas transgênicas que facilitem a 

seleção de novos compostos. Neste trabalho fizemos a amplificação dos genes da 
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luciferase e a sua subclonagem em vetor de expressão. Acreditamos que essa 

importante etapa ajudará no desenvolvimento de uma linhagem repórter de T. cruzi 

que expressa a luciferase de pirilampo (luc). Com isso teremos a sua futura utilização 

em sistemas de screening de drogas in vitro.  
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8. CONCLUSÕES 

 

a) Avaliamos a atividade citotóxica dos 16 compostos sintetizados em células 

macrofágicas (RAW 264.7). Todos os compostos apresentaram certo grau de 

toxicidade; 

b) Determinamos in vitro a atividade antiparasitária das 16 substâncias avaliadas 

sobre formas amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. 

Elegemos como fármacos mais ativos os compostos 4, 8, 10 e 16. 

c) Os compostos mais ativos (4, 8, 10 e 16) mostraram concordância com a regra de 

Lipinski, e possuiram similaridade farmacológica quando comparados ao BDZ. 

Apresentaram ainda baixa permeabilidade com base na absorção gastrointestinal 

(GI), e não são permeáveis à barreira hematoencefálica 

d) Os compostos com maior afinidade predita pela cruzaína 8 e o 17 diferem dos 

demais pela presença de um átomo de cloro como subtituinte na posição 2 de um dos 

anéis aromáticos. Além disto, estes dois ligantes diferem em relação aos demais 

compostos desta série pela utilização de um grupo fenil como substituinte em um dos 

anéis aromáticos. 

e) Iniciamos a criação de uma linhagem repórter de Trypanosoma cruzi 

bioluminescente. 
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9. PESPECTIVAS 

 

- Repetir e analisar ensaios do perfil imunomodulador dos compostos; 

- Obter a linhagem repórter de T.cruzi para ensaios de screening de substâncias com 

atividade anti- T.cruzi. 
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