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RESUMO 

 
A Tripanossomíase Americana, popularmente conhecida como doença de Chagas, é uma 

infecção parasitária causada pelo Trypanosoma cruzi, por vezes negligenciada, mas que 

tem se tornando endêmica em países desenvolvidos. Na fase crônica, apresenta terapia 

farmacológica de eficácia limitada e tóxica, tornando necessário estudos em busca de 

alternativas terapêuticas. As acetofenonas, que apresentam inúmeras propriedades 

biológicas, tornam-se moléculas potenciais na pesquisa por novas substâncias 

tripanocidas. Desse modo, o presente estudo busca avaliar o efeito tripanocida de 2-

hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (HTMCX) in vitro e in silico sobre cepa Y de T. cruzi. 

A citotoxicidade da substância em células hospedeiras de mamíferos (LLC-MK2) foi 

avaliada pelo ensaio de redução de MTT, sendo observada uma redução dos valores de 

CC50 (concentração capaz de reduzir em 50% a viabilidade das células), quando 

comparada ao grupo tratado com Benznidazol (Bz). A avaliação em formas epimastigotas 

foi realizada através da determinação do percentual de parasitos viáveis, a HTMCX foi 

capaz de inibir a proliferação celular (concentração e tempo dependentes) em todas as 

concentrações testadas (31,2; 62,5; 125; 250; 500; 1000 µM). Sob as formas 

tripomastigotas, demonstrou capacidade de matar 50% dos parasitos (LC50) nas quatro 

maiores concentrações testadas (125, 250, 500 e 1000 µM), sendo, a maior concentração 

capaz de matar cerca de 98,82% dos parasitos. Quando avaliada a relação entre 

citotoxicidade do composto para células hospedeiras de mamíferos e o índice de 

seletividade (IS: CC50/LC50), a substância apresentou melhor seletividade (5,66) quando 

comparada com Bz (3,11). HTMCX foi capaz de reduzir o percentual de células 

infectadas, bem como do número de parasitos intracelulares, demonstrando, portanto, 

efeito antiamastigotas. Por meio dos ensaios de citometria de fluxo, foi possível inferir 

possíveis mecanismos semelhantes a necrose e morte celular, bem como a ocorrência de 

estresse oxidativo, através do aumento da produção de ERO e redução do ΔΨm. Nas 

simulações de docking, HTMCX interagiu com resíduos de tripanotiona redutase (TR), o 

que pode elucidar os efeitos biológicos apresentados. Assim, observou-se que a molécula 

em estudo demonstrou efeito tripanocida nos ensaios realizados, bem como significante 

redução da toxicidade sobre células hospedeiras. A inibição de enzimas essenciais do 

parasito pode estar relacionada a um possível mecanismo de ação, evidenciados através 

da indução da morte celular mediada por dano de membrana e pelo estresse oxidativo. 

Palavras-chave: Doença de Chagas; Acetofenona; Tripanotiona Redutase.



 

ABSTRACT 

 
American Trypanosomiasis, popularly known as Chagas disease, is a parasitic infection 

caused by Trypanosoma cruzi, sometimes neglected, but which has become endemic in 

developed countries. In the chronic phase, it presents pharmacological therapy with limited 

and toxic efficacy, making studies necessary in search of therapeutic alternatives. 

Acetophenones, which have numerous biological properties, become potential molecules in 

the search for new trypanocidal substances. Therefore, the present study seeks to evaluate 

the trypanocidal effect of 2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyacetophenone (HTMCX) in vitro and 

in silico on T. cruzi strain Y. The cytotoxicity of the substance in mammalian host cells 

(LLC-MK2) was evaluated by the MTT reduction assay, with a reduction in CC50 values 

(concentration capable of reducing cell viability by 50%) observed, when compared to the 

treated group with Benznidazole (Bz). The evaluation of epimastigote forms was carried 

out by determining the percentage of viable parasites, HTMCX was able to inhibit cell 

proliferation (concentration and time dependent) at all concentrations tested (31.2; 62.5; 

125; 250; 500; 1000 µM). In the trypomastigote forms, it demonstrated the ability to kill 

50% of the parasites (LC50) in the four highest concentrations tested (125, 250, 500 and 

1000 µM), with the highest concentration capable of killing around 98.82% of the parasites. 

When evaluating the relationship between the compound's cytotoxicity for mammalian host 

cells and the selectivity index (IS: CC50/LC50), the substance showed better selectivity (5.66) 

when compared to Bz (3.11). HTMCX was able to reduce the percentage of infected cells, 

as well as the number of intracellular parasites, therefore demonstrating an anti-mastigote 

effect. Using flow cytometry assays, it was possible to infer possible mechanisms similar to 

necrosis and cell death, as well as the occurrence of oxidative stress, through increased ROS 

production and reduced ΔΨm. In docking simulations, HTMCX interacted with 

trypanothione reductase (TR) residues, which can elucidate the biological effects presented. 

Thus, it was observed that the molecule under study demonstrated a trypanocidal effect in 

the tests carried out, as well as a significant reduction in toxicity on host cells. The inhibition 

of essential parasite enzymes may be related to a possible mechanism of action, evidenced 

through the induction of cell death mediated by membrane damage and oxidative stress. 

Keywords: Chagas Disease; Acetophenone; Tripanothione Reductase.
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1 INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1. Histórico e epidemiologia da doença de Chagas  

A doença de Chagas (DC), causada pelo protozoário hemoflagelado 

Trypanosoma cruzi, é uma condição que pode ser assintomática, mas que pode 

progredir para formas cardíaca e/ou digestiva (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). Foi 

descrita pela primeira vez no ano de 1909 no município de Lassance, pelo médico, 

pesquisador e cientista, Dr. Carlos Chagas (Figura 1) (CHAO; LEONE; VIGLIANO, 

2020). 

Figura 1:  Médico-sanitarista brasileiro Carlos Chagas. 

 

Fonte: Acervo Biografia resumida – Carlos Chagas. Acesso em 27/06/2023. 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) (WHO, 2023), a DC 

faz parte do rol de doenças tropicais negligenciadas (DTN ou NTD), que afetam as 

populações que vivem em condições de pobreza e vulnerabilidade social. Com relação 

aos determinantes biológicos, podemos citar a virulência do parasito e a suscetibilidade 

das pessoas afetadas, já sobre os determinantes sociais temos pobreza, alimentação, 

moradia e educação, entre outros (PEREIRA-SILVA et al., 2022). 

A DC foi originada e distribuída extensivamente no continente americano 

(Figura 2), onde foi popularmente denominada de Tripanossomíase Americana. 

Devido ao grande processo de migração das populações pelo mundo, a DC espalhou-
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se mundialmente. Atualmente, é considerada um dos problemas de saúde pública mais 

graves na América Latina, sendo uma das endemias mais amplamente distribuída no 

continente (WHO, 2023).  

 

Figura 2:  Distribuição endêmica continental da DC. 

 

 

Fonte: Adaptado de DNDI, 2020. (https://dndial.org/doencas/doenca-de-chagas/). Acesso em  

27/06/2023. 

 

Em áreas endêmicas, estima-se que existam em torno de 6 a 7 milhões de 

pessoas infectadas pelo T. cruzi. E que anualmente no mundo morrem, 

aproximadamente, 6 mil pessoas, em decorrência das complicações da DC na fase 

crônica. A transmissão aos humanos normalmente ocorre de modo vetorial, através do 

contato com os excrementos (urina e fezes) de triatomíneos infectados (OMS, 2023). 

De acordo com o Boletim Epidemiológico de 2021, foram confirmados 146 

casos de DC no território brasileiro, com uma taxa de letalidade de 2% (3/146), sendo 

que todos os óbitos ocorreram no estado do Pará. A região Norte apresentou a maior 

taxa de incidência da doença (0,74/100.000 habitantes), enquanto as regiões Sudeste, 

Sul e Centro-Oeste as menores taxas (0,00/100.000 habitantes), com destaque para a 

última, a qual nenhum caso foi registrado. A região Nordeste apresentou uma taxa de 

incidência de 0,01/100.000 habitantes. Quanto à mortalidade, entre março e agosto de 

2020, foram notificados 1.746 óbitos por DC, predominantes nas regiões Nordeste e 

Sudeste. No entanto, é possível que haja uma significativa taxa de subnotificação em 

decorrência da pandemia ocasionada por SARS-CoV-2 (BRASIL, 2021; ZAIDEL et 
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al., 2020). 

No Ceará, o Laboratório Central de Saúde Pública do estado do Ceará 

(LACEN) realizou 37.188 testes para DC crônica. Ao todo, foram registradas 1.062 

amostras positivas para DC, no período de 2015 a 2020, ou seja, cerca de 3% do total. 

Ainda nesse período, 327 óbitos foram registrados, apresentando uma mortalidade de 

0,8 óbito/100.000 habitantes, com prevalência no sexo masculino. Com relação a 

transmissão vetorial, o estado apresenta 64 (34,81%) municípios com alto risco, 69 

(37,5%) com médio risco e 51 (22,7%) com baixo risco (CEARÁ, 2021). 

1.2. Sinais, sintomas e transmissão da doença de Chagas 

A DC apresenta evolução clínica em duas fases: aguda e crônica. Durante a fase 

aguda, é comum a presença de sintomas como febre, fadiga, inchaço nas pálpebras, 

gânglios linfáticos inchados, dor muscular, dor de cabeça e inchaço no local da picada 

do inseto vetor. Além disso, pode ocorrer inchaço e vermelhidão em torno dos olhos, 

conhecido como "sinal de Romaña" (Figura 3). Outros sintomas podem incluir falta de 

apetite, náuseas, vômitos e diarreia. Ainda nesta fase, o parasito é detectável no sangue 

por exames laboratoriais (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). Com o tempo, a maioria 

das pessoas infectadas entra em uma fase assintomática crônica da doença. Cerca de 1-

5% de todos os casos agudos desenvolvem uma fase aguda severa, com ocorrência de 

manifestações como meningoencefalite e miocardite (SIMÕES et al., 2018). 

Figura 3:  Sinal de Romanã em uma criança. 

 

 

Fonte: CDC image courtesy of the WHO/TDR Image Library, 2023. (Disponível em: 

https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/image/sinal-de-roma%C3%B1a). Acesso em 

27/06/2023. 

A fase crônica da DC é caracterizada pela ausência de sintomas ou pela 
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presença de sintomas leves e inespecíficos que podem se desenvolver décadas após a 

infecção inicial. Os principais órgãos afetados na fase crônica são o coração, o sistema 

digestivo e o sistema nervoso (SIMÕES et al., 2018). Os sintomas podem variar 

amplamente de uma pessoa para outra, dependendo dos órgãos afetados. No sistema 

cardiovascular, a doença pode levar a alterações no funcionamento do coração, 

causando arritmias cardíacas, insuficiência cardíaca congestiva, dilatação do coração 

(cardiomiopatia chagásica) e trombose intracardíaca. Nesta fase, a carga parasitária 

apresenta-se baixa ou indetectável e a sorologia permanece positiva (FIOCRUZ, 2017). 

No sistema digestivo, podem ocorrer problemas como dilatação e disfunção do 

esôfago e do cólon, causando dificuldade de deglutição, regurgitação, constipação ou 

diarreia crônica, além de danos ao fígado e ao baço. No sistema nervoso, a Doença de 

Chagas pode causar danos aos nervos periféricos e ao sistema nervoso central, 

resultando em sintomas como fraqueza muscular, dificuldades de coordenação e 

movimento, tremores, alterações de sensibilidade e problemas  (ECHAVARRÍA et al., 

2021; PUNUKOLLU et al., 2007; VELASCO; MORILLO, 2020; PÉREZ-MOLINA; 

MOLINA, 2018). 

Destaca-se que não são todas as pessoas infectadas que desenvolvem a fase 

crônica da doença, bem como não são todas que a desenvolvem que apresentam 

sintomas graves. No entanto, as complicações crônicas da DC podem ser graves e 

afetar significativamente a qualidade de vida dos pacientes. Os danos aos órgãos 

decorrentes da infecção pelo parasito são secundários ao efeito direto, relacionados 

sobretudo à reação imune com a finalidade de controlar o parasito, através da ativação 

das respostas imunes inata e humoral (BERN, 2015). O diagnóstico e tratamento 

precoces são fundamentais para evitar a progressão da doença e suas complicações. 

As principais vias de transmissão são classificadas como primárias e 

secundárias. A transmissão primária ocorre através da picada de triatomíneos (vetorial, 

a forma mais comum de transmissão), congênita e oral. Enquanto as vias de 

transmissão secundária incluem a transfusão sanguínea, transplante de órgãos, 

acidentes de laboratório, manuseio de animais infectados etc. É importante ressaltar 

que a transmissão secundária da DC é menos comum do que a transmissão primária, 

que ocorre principalmente através da picada de triatomíneos e da transmissão congênita 

doadores  (COURA, 2015). 

Como mencionado, a principal forma de transmissão da DC se dá através de 
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insetos conhecidos como triatomíneos ou barbeiros, que são vetores naturais do 

parasito. Esses insetos são encontrados principalmente em áreas rurais e carenciais da 

América Latina, onde a doença é endêmica. A infecção ocorre quando o vetor infectado 

pica uma pessoa e defeca próximo ao local da picada, permitindo que os parasitos 

penetrem no corpo através da pele ou das mucosas, como a conjuntiva do olho ou a 

mucosa bucal. A pessoa pode se infectar ao coçar a picada e introduzir o parasito pelo 

contato com as mucosas ou através de lesões na pele (ARGOLO et al., 2008) 

É importante ressaltar que a DC não é transmitida de pessoa para pessoa, exceto 

nos casos de transmissão congênita. Esta pode ocorrer durante qualquer fase da 

gestação, especialmente a partir do sexto mês até o parto, através da disseminação 

hematogênica, podendo ocasionar nascimentos prematuros e abortos espontâneos 

(SANTANA et al., 2020). 

1.3. Fisiologia e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi 

No ciclo biológico do T. cruzi existem dois hospedeiros: o invertebrado e o 

vertebrado. Durante os seus estágios de desenvolvimento, evidenciam-se três 

principais formas de sobrevivência: epimastigota, tripomastigota e amastigota (Figura 

4). As diferenças morfológicas entre essas formas são: o formato, a disposição e de 

onde emergem o flagelo e a membrana ondulante, além da posição do cinetoplasto em 

relação ao núcleo celular (FIOCRUZ, 2017).  

Figura 4: Principais formas de desenvolvimento do T. cruzi. 

 

Fonte: Adaptado 

dehttps://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/3851034/mod_resource/content/3/Aula%20Trypanosoma%

20cruzi%20para%20Enfermagem%20junto%20com%20aula%20pratica%202015.pdf. Acesso em 

08/07/2023. 

A forma epimastigota apresenta cinetoplasto em forma bastão localizado 
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anteriormente ao núcleo. O flagelo surge a partir da bolsa flagelar com abertura lateral, 

aderindo a parte do corpo do parasito, tornando-se desprendido na região anterior. Pode 

ser encontrado no tubo digestivo do inseto vetor. A forma tripomastigota exibe formato 

cinetoplasto com formato arredondado localizado na região posterior ao núcleo, flagelo 

emergindo da bolsa flagelar invisível. Esta forma é potencialmente infectante, podendo 

ser encontrada no inseto vetor (no reto e na porção posterior do intestino), sangue e 

espaço intercelular dos hospedeiros vertebrados, culturas de células infectadas, cultivo 

axênico (metaciclogênese in vitro). A forma amastigota é arredondada, possui 

cinetoplasto em forma de bastão na região anterior ao núcleo, flagelo invisível e curto 

que emerge da bolsa flagelar. Pode ser encontrada no interior de células em hospedeiros 

infectados, bem como em cultivo axênico (FIOCRUZ, 2017). 

O ciclo de vida inicia-se quando o triatomíneo infectado realiza o repasto 

sanguíneo, depositando na pele do hospedeiro vertebrado seus dejetos contendo formas 

tripomastigotas metacíclicas. Estas penetram pelo local da picada, atingem a corrente 

sanguínea e são levadas para diferentes tecidos. Nas células, elas provocam mudanças 

na estrutura da membrana plasmática, permitindo a sua internalização. Dessa forma, a 

célula infectada retém o parasito em uma estrutura denominada por vacúolo 

parasitóforo (BERN et al., 2019). 

Prontamente, os lisossomos celulares se fundem ao vacúolo parasitóforo, dando 

origem ao fagolisossomo. A liberação das enzimas após a fusão favorecem a 

eliminação dos parasitos. No entanto, as formas tripomastigotas se diferenciam em 

amastigotas, resistentes aos mecanismos de defesa celular, e assim, multiplicam-se 

mitoticamente e diferenciam-se em novas formas de tripomastigotas, que provocam 

lise celular e passam para a corrente sanguínea, reiniciando o ciclo no hospedeiro 

(BERN et al., 2019). 

Durante o seu repasto sanguíneo no hospedeiro infectado, o triatomíneo se 

infecta com formas tripomastigota, que, ao chegarem no estômago do vetor,  

diferenciam-se em epimastigotas. No intestino médio, estas multiplicam-se, seguindo 

para o intestino inferior, onde diferenciam-se em tripomastigotas metacíclicas, que 

podem ser expelidas sob superfícies durante o repasto sanguíneo barbeiro, reiniciando 

novamente o ciclo no hospedeiro (BERN et al., 2019),  como esquematizado na figura 

5. Vale ressaltar que o controle efetivo do vetor e medidas de prevenção são 

fundamentais para interromper a transmissão da DC. 
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Figura 5: Ciclo do T. cruzi nos hospedeiros vertebrados e invertebrados. 

 

Fonte: Adaptado de Manual MSD (Disponível em : 

https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/image/ciclo-de-vida-do-trypanosoma-

cruzi).%20Acesso%20em:%2008/07/2023. 

1.4. Terapêutica da doença de Chagas 

Atualmente, as terapias farmacológicas disponíveis e utilizadas para a DC são 

o benznidazol (Bz) (Figura 6-A) e o nifurtimox (NFX) (Figura 6-B). Ainda não existem 

vacinas direcionadas ao seu tratamento (BERMUDEZ et al., 2016). Esses 

medicamentos têm ação antiparasitária e são capazes de reduzir a carga parasitária no 

organismo, controlar a replicação do T. cruzi e diminuir a progressão da doença.  

O Bz é administrado por via oral, em forma de comprimidos, e o tratamento 

geralmente dura de 60 a 90 dias. O nifurtimox também é administrado por via oral, em 

forma de comprimidos, e o tempo de tratamento varia de acordo com o estágio da 

doença. O tratamento farmacológico é indicado na fase aguda, em formas congênitas, 

em infecções reativadas, em crianças menores de 18 anos e indivíduos com a forma 

crônica indeterminada (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Portanto, é fundamental 

realizar o diagnóstico precoce da doença e iniciar o tratamento o mais cedo possível. 
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Figura 6:  Estruturas moleculares do Bz (A) e NFX (B). 

 

Fonte: PubChem (Disponíveis em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/31593, 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6842999). Acesso em 10/01/2024. 

 

Esses fármacos são utilizados há mais de cinco décadas e apresentam segurança 

e eficácia bastante limitadas, além do mais, os mecanismos de ação ainda vem sendo 

discutido (JACKSON; WYSSA; CHAPPUIS, 2020). Os resultados obtidos com esse 

tratamento variam de acordo com: a idade e a origem dos indivíduos, a dose, e a fase 

da doença (CASTRO; SOEIRO, 2017). Os dois medicamentos demonstram excelentes 

resultados quando se tem altas taxas parasitológicas durante a fase aguda, mas a 

eficácia decai com o avanço da infecção (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011).  

Ademais, adultos manifestam elevados efeitos colaterais à medicação (PEREZ-

MOLINA et al., 2009), enquanto crianças apresentam uma maior tolerância (DIAS et 

al., 2016). Um estudo recente revelou que os efeitos colaterais mais leves do NFX 

podem ser controlados com a redução na dosagem até a suspensão temporária do 

medicamento (CASTRO; SOEIRO, 2017). Devido aos benefícios, maior tolerância e 

eficácia, o tratamento com Bz é preconizado (LOSADA GALVÁN et al., 2021).  

O possível mecanismo de ação do Bz está associado a formação metabólitos 

eletrofílicos e de radicais livres a partir da redução do grupo nitro a um grupo amino 

pela ação das nitroredutases (MAYA et al., 2007; WILKINSON et al., 2008). 

Enquanto o mecanismo de ação do NFX está voltado a sua redução parcial em um 

radical nitro-aniônico, seguido pela auto-oxidação para regenerar o nitrofurano original 

e produzir superóxido e outras espécies reativas de oxigênio, como o peróxido de 

hidrogênio (Figura 7) (FERREIRA, 2019). 

A B 
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Figura 7: Mecanismos de ação dos fármacos Bz e NFX.  

Fonte: Adaptado de Dias et al., 2009. 

 

Entretanto, ainda ocorrem inúmeras dificuldades em relação ao manejo da DC 

quanto a descoberta de novas terapias eficazes, conhecimento quanto sua 

fisiopatologia, as interações parasito-hospedeiro etc (CHAO; LEONE; VIGLIANO, 

2020). Além disso, Petravicius e colaboradores (2019) apontam a existência de cepas 

de T. cruzi resistentes ao Bz.  

Existe ainda o baixo interesse da indústria farmacêutica, determinante para 

desenvolvimento de novos fármacos, tendo em vista que a DC é uma doença que 

atinge, principalmente, países com populações de baixo poder aquisitivo e países 

subdesenvolvidos, pois trata-se de uma doença negligenciada, assim como a 

leishmaniose, por exemplo (DNDI, 2021; THE LANCET, 2019). 

Portanto, evidencia-se a importância de novas alternativas terapêuticas. Estudos 

revelam que a síntese e prospecção de novas moléculas (DE MENEZES et al., 2019) 

e a nanotecnologia (TESSAROLO et al., 2018), são exemplos de estratégias que vêm 

sendo empregadas para a síntese de novos fármacos antichagásicos (KRATZ, 2019). 

1.5. Delineamento de novos fármacos para a terapia antichagásica 

Tendo em vista as dificuldades quanto ao manejo da doença, faz-se necessária 

a pesquisa de alternativas terapêuticas, considerando a elevada toxicidade e a limitada 

efetividade dos medicamentos usados na fase crônica da DC. Nesse contexto, estudos 

têm sido realizados a fim de esclarecer os processos vitais à vida dos 

tripanossomatídeos, visando o desenvolvimento de inibidores seletivos capazes de 
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interferir nesses processos e, assim, combater o parasito. Desse modo, as enzimas, 

tripanotiona redutase e cruzaína, destacam-se por exercerem papel fundamental na 

conservação do parasito no hospedeiro vertebrado (BATISTA et al., 2015; PALOS et 

al., 2017). 

1.5.1 Tripanotiona redutase (TR) 

Na resposta imune mediada contra T. cruzi, macrófagos e neutrófilos liberam 

espécies reativas de oxigênio (ERO). No entanto, o parasito apresenta um sistema 

antioxidante intracelular capaz de neutralizar essas ERO, interferindo positivamente na 

sua sobrevivência e proliferação no organismo (PIACENZA; TRUJILLO; RADI, 

2019).  

A tripanotiona redutase (TR) encontra-se no citoplasma e na mitocôndria do T. 

cruzi, e tem como papel principal combater o estresse oxidativo mediado por ERO, tanto 

de origem endógena quanto exógena (TETAUD et al., 2001). Assim, constitui-se como 

um potencial alvo no desenvolvimento de alternativas terapêuticas para o 

desenvolvimento de moléculas com potencial tripanocida (MAGALHÃES, 2021). 

Figura 8: Neutralização de ERO dependentes da TR. 

 

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2008. 

 

Esta enzima é dependente de NADPH (Fosfato de dinucleótido de nicotinamida 

e adenina) e catalisa a redução da tripanotiona dissulfeto [T(S)2] em tripanotiona ditiol 

[T(SH)2], manifestando uma cascata de eventos responsáveis pela neutralização de 

espécies reativas de oxigênio. Desse modo, a TR mantém um ambiente redutor no 

interior do parasito, protegendo-o contra o estresse oxidativo (Figura 8) (OLIVEIRA et 

al., 2008). 

1.5.2 Cruzaína (Cr) 
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A cruzaína (Cr) de T. cruzi, ou cruzipaína,  caracterizada por ser uma peptidase 

do tipo catepsina L-like, é a principal cisteíno protease presente nas formas de vida do 

T. cruzi. É composta por um domínio do tipo α-hélice e outro folha-β-pregueada, e o 

seu sítio ativo encontra-se localizado na conexão entre essas duas subunidades 

(BARBOSA DA SILVA et al., 2019; BRAK et al., 2010). Ela se expressa em diferentes 

locais de acordo com a forma evolutiva do T. cruzi.  

A Cr participa da adesão entre o parasito e o intestino do barbeiro e é crucial 

durante a metaciclogênese, processo de transformação de epimastigotas em 

tripomastigotas metacíclicos. Logo, contribui diretamente com a virulência das 

diferentes cepas de T. cruzi, visto que foram observadas diferenças importantes na 

expressão de Cr em cepas distintas de T. cruzi (LOSINNO et al., 2021). 

No ser humano, a Cr participa do processo de invasão das células. Ademais, 

também exerce papel relevante na evasão à resposta imune do hospedeiro, através do 

impedimento da ativação do sistema complemento e do síntese de fatores de transcrição 

pró-inflamatórios, como o NF-κB, da degradação de anticorpos,e da resposta imune 

celular (DOYLE et al., 2011; PONCE et al., 2013; SCHARFSTEIN, 2018).  Estudos 

com inibidores de cruzaína mostraram um aumento da concentração de compostos no 

Complexo de Golgi do T. cruzi, culminando com a morte do parasito. Portanto, a Cr 

está relacionada com a deterioração de compostos tóxicos para o parasito (MOREIRA 

et al., 2017).  

1.6. Produtos naturais como fonte de substâncias bioativas 

O uso de plantas com a finalidade terapêutica é uma tradição ancestral presente 

nas diferentes culturas e nações, e constitui-se como um recurso alternativo de grande 

aceitação, não somente nas comunidades rurais, mas também nos centros urbanos . As 

plantas são capazes de produzir uma infinidade de substâncias químicas que são 

biossintetizadas com vários propósitos, das quais podemos citar: protegê-las contra 

predadores ou atrair polinizadores. Dessa forma, a comunidade científica tem realizado 

inúmeros estudos a fim de comprovar a eficácia e promover o uso seguro desses recursos 

naturais (LI et al., 2020). 

1.6.1  2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (HTMCX) 
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  A família Euphorbiaceae pertence a um dos maiores grupos de dicotiledôneas 

do mundo com presença expressiva em regiões tropicais como, por exemplo, os 

continentes americano e africano (ARAÚJO JÚNIOR et al., 2017). Dentre os gêneros 

nativos do Brasil, destaca-se o gênero Croton sp. com cerca de 700 espécies, das quais 

podemos citar a C. anisodontus, a C. nepetaefolius e a C. anisodontus Müll.Arg. 

As avaliações fitoquímicas para C. anisodontus revelam a presença de 

terpenóides (componente majoritário para a maioria de espécies do gênero Croton sp.), 

alcaloides, triterpenos, esteroides, chalconas e flavonoides entre outros igualmente 

provenientes do metabolismo secundário de plantas que assumem a função de agentes 

facilitadores da alteração conformacional das membranas microbianas, como também 

estimuladores para a ativação ou bloqueio de reações enzimáticas das mesmas (RÍOS; 

RECIO, 2005; FIRMO et al. 2011) 

O composto natural em estudo foi obtido pela primeira vez a partir de C. 

nepetaefolius, popularmente chamado de marmeleiro vermelho. Não obstante, a 

substância química (Figura 9) também foi isolada do C. anisodontus Müll.Arg., espécie 

endêmica nativa da caatinga nordestina, que tem sido objeto de investigações em busca 

de compostos de interesse químico e biológico (SANTIAGO, 2018). 

Figura 9: Representação estrutural da HTMCX. 

 

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2008.  

Estudos revelam que a espécie C. anisodontus, por sua vez, apresenta um perfil 

antimicrobiano eficaz contra cepas bacteriana (Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus) e fúngica (Candida albicans, C. krusei e C. 

tropicalis) (OLIVEIRA et al., 2014). Embora, apesar da gama de aplicações destes 

compostos naturais, pouco se sabe dos mecanismos e das propriedades estruturais e 

vibracionais da substância HTMCX. 
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1.7. Justificativa 

A DC é uma enfermidade endêmica causada pelo T. cruzi epresente no rol 

doenças negligenciadas, as quais afligem preferencialmente ou exclusivamente países 

em desenvolvimento (OMS, 2023). Estes apresentam pouco incentivo à pesquisa, ao 

desenvolvimento tecnológico e à inovação de produtos necessários para a saúde das 

populações. Ademais, o fármaco preconizado no Brasil, Bz, apresenta elevada 

toxicidade e a limitada efetividade na fase crônica da doença. 

É sabido que as doenças parasitárias necessitam de atenção fundamental, tanto 

devido ao aumento significativo da resistência dos parasitos quanto à disponibilidade 

de agentes terapêuticos. Os medicamentos utilizados para o tratamento da DC 

apresentam eficácia limitada além de diversos efeitos colaterais (CUNHA, 2017). 

Nesse cenário, muitos grupos de pesquisa estudam moléculas promissoras para o 

desenvolvimento de novas terapias antichagásicas. 

Dentre os métodos mais modernos para o desenvolvimento de terapias 

antichagásicas, destacam-se os alvos terapêuticos enzimáticos, dentes elas as enzimas 

cruzaína e tripanotiona redutase, que são de extrema importância para a sobrevivência 

e infectividade parasitária no organismo hospedeiro (BOMBAÇA et al., 2019; 

FERREIRA; ANDRICOPULO, 2017; RIVERA et al., 2009; SANTOS 

NASCIMENTO; DE AQUINO; DA SILVA-JÚNIOR, 2021). Desse modo, o 

desenvolvimento de substâncias inibidoras dessas enzimas constitui uma estratégia 

importante e promissora (MAGALHÃES, 2021). 

Pesquisas resultantes de análises de compostos bioativos provenientes de 

recursos naturais salientam a diversidade de componentes químicos que existem em 

espécies vegetais referentes à vários grupos botânicos, sobretudo em países com uma 

vasto bioma, como o Brasil, que são capazes de promover resultados satisfatórios contra 

quadros clínicos de diferentes causas (LOPES, 2019).  

As acetofenonas possuem uma variedade de atividade farmacológica e atraentes 

propriedades químicas. Estudos preliminares colocam a acetofenona (C11O5H14) como 

fonte de atividade antimicrobiana (SANTIAGO, 2018). Assim, essa classe de moléculas 

torna-se promissora para o desenvolvimento de novas moléculas, em especial, com 

atividade antichagásicas. 
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Dada à necessidade de desenvolvimento de novos fármacos antichagásicos 

eficazes e menos tóxicos, a substância em estudo apresenta-se com grande potencial, 

como em modelos estruturais e fonte de substâncias de interesse farmacológico. 

Entretanto, poucos são os estudos e os recursos voltados a esta pesquisa. Dessa 

maneira, tendo em vista o potencial farmacológico de substâncias de origem vegetal, 

aliado à necessidade de alternativas terapêuticas para o tratamento da DC, o presente 

estudo tem como objetivo avaliar o efeito tripanocida da HTMCX in vitro e in silico 

em cepa Y de T. cruzi, visando a busca por novas alternativas terapêuticas.
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito tripanocida in vitro e in silico e possíveis mecanismos de ação 

da HTMCX sobre cepa Y de T. cruzi. 

2.2 Objetivos Específicos 

o Avaliar a citotoxicidade da molécula sobre células hospedeiras de mamíferos; 

o Analisar o potencial tripanocida sobre as principais formas de sobrevivência de T. 

cruzi; 

o Investigar os perfis de eventos de morte celular induzidos pela HTMCX sobre T. 

cruzi; 

o Avaliar os efeitos da acetofenona sobre a produção de espécies reativas de oxigênio 

e sobre o potencial transmembrânico mitocondrial em T. cruzi. 

o Identificar as possíveis interações das moléculas em estudo com as enzimas cruzaína 

e tripanotiona redutase de T. cruzi. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Obtenção da substância de estudo 

A substância foi cedida pelo Laboratório de Química de Produtos Naturais, da 

Universidade Estadual do Vale do Acaraú (UVA), coordenado pelo Prof. Dr. Hélcio 

Silva dos Santos. O seu isolamento ocorreu sob a forma de um sólido cristalino amarelo 

com ponto de fusão de 108,5-110,6 °C a partir da casca do caule de Croton anisodontus 

e caracterizado como descrito por Santos e colaboradores (2008). 

O fármaco de referência, Bz, foi cedido pelo Laboratório Farmacêutico de 

Pernambuco (LAFEPE). As soluções estoque foram preparadas com dimetilsulfóxido 

estéril (DMSO) puro e as soluções de trabalho foram preparadas através de diluição com 

Tampão Fosfato Estéril (PBS, preparado a partir de NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, 

KH2PO4 1,47 mM e Na2HPO4 8,1 mM; pH 7,4), de modo que a concentração de DMSO 

nos grupos experimentais não excedesse 0,5%. 

3.2 Avaliação da citotoxicidade em células hospedeiras de mamíferos 

Para avaliar a citotoxicidade em células hospedeiras de mamíferos, bem como a 

seletividade pelo T. cruzi em relação à estas, foi utilizada a linhagem de células LLC-

MK2 (ATCC CCL-7), células epiteliais oriundas dos túbulos renais de macaco (Macaca 

mulatta). As células foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), 

cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7,4), 

suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e antibióticos (estreptomicina: 130 

mg.mL-1; penicilina: 200 UI.mL-1), e cultivadas em garrafas plásticas estéreis (75 cm2) 

em estufa de CO2 (37,0 ± 0,3°C, 5% de CO2) até atingirem a confluência. 

Logo após, o meio foi retirado, e as células foram lavadas com PBS estéril e 

deslocadas com 1 mL de solução de Tripsina/EDTA (0,25%/0,04%), incubadas por 5 a 

10 minutos a 37°C, e a tripsina inativada com 2 mL de meio DMEM 10% SBF. Para a 

manutenção da cultura, as alíquotas foram transferidas para garrafas novas com o meio 

de cultura. Para o congelamento, após a lavagem e deslocamento das células, foram 

centrifugadas (4.000 rpm por 5 minutos), o meio removido, e o pellet ressuspenso em 

solução de congelamento (95% SBF e 5% DMSO estéril). As células obtidas foram 

armazenadas em nitrogênio líquido.  
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Para avaliação da citotoxicidade das substâncias foi utilizado o ensaio de 

redução do MTT [Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio] 

(Figura 10), descrito por Mosmann (1983). Em que o sal de MTT (cor amarela) é 

absorvido pelas células viáveis, e é reduzido por enzimas intracelulares a um sal 

insolúvel (cor arroxeada/azulada): o sal de formazan, que é solúvel na presença de 

surfactantes. Desse modo, a concentração de formazan é mensurada através 

espectrofotômetro a 570 nm, e sua quantificação sendo diretamente proporcional à 

quantidade de células viáveis. 

Figura 10: Reação de redução do sal de MTT a Formazan. 

 

Fonte: Embrapa. Disponível em: < https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/191253/1/CT-

427-1572-final2.pdf>. Acesso em 10/01/2024. 

As culturas em confluência foram lavadas e tripsinizadas. Logo após, foram 

transferidas para um tubo de fundo cônico, centrifugadas (4.000 rpm por 5 minutos), 

sendo o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio DMEM 

10% SBF, e uma alíquota foi diluída em solução de azul de trypan (0,4% m/v em PBS) 

nas proporções de 1:10 e 1:100, sendo esta segunda transferida para a câmara de 

Neubauer. A densidade celular foi calculada através da contagem das células 

hospedeiras LLC-MK2 nos quatro campos maiores (A, B, C e D), enquanto a contagem 

de parasitos (formas epimastigota e tripomastigota) foi realizada nos cinco campos 

verdes centrais (Figura 11). 
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Figura 11: Contagem dos parasitos e das células LLC-MK2 em câmara de Neubauer. 

 

Fonte: MAGALHÃES, 2021. 

A densidade celular (células.mL-1) foi calculada através da equação 1, ajustada 

para 105 células.mL-1 e aliquotada para placas estéreis de 96 poços (200 µL/poço). 

Equação 1: Cálculo da densidade celular em câmara de Neubauer.  

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =
𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒𝑚

4
× 𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 × 104  

As placas foram incubadas em estufa de CO2 overnight (12h) e, em seguida, os 

poços foram tratados com HTMCX (31,2µM; 62,5µM; 125µM; 250µM; 500µM; e 1000 

µM) ou Bz (1000-31,25 µM). Como controle negativo, foram utilizados grupos não 

tratados, e células tratadas com DMSO 0,5% para avaliação da citotoxicidade do 

veículo. Os poços contendo apenas meio de cultura foram utilizados como branco. 

Após 24 horas de incubação em estufa de CO2, cada poço foi lavado com 100 µL 

de PBS estéril, e 10 µL de solução de MTT (2,5 mg.mL-1) foram adicionados, 

juntamente com 90 µL de DMEM 10% SBF. As placas foram incubadas no escuro a 

37°C durante 4 horas, em seguida, adicionados 90 µL de solução de dodecilsulfato de 

sódio (SDS) (10% m/v em HCl 0,05N). As placas foram incubadas durante 17 horas 

para a dissolução dos cristais de Formazan. Em seguida, foi realizada a leitura a 570 nm 

por espectrofotometria em leitora de microplacas. 

Foi determinado o percentual de viabilidade celular (%) utilizando a equação 2. 

Os percentuais de viabilidade celular foram calculados para estimar (regressão não-

linear/curva fit) a CC50 (concentração necessária para reduzir em 50% a viabilidade das 

células).  

Equação 2: Cálculo do percentual de viabilidade celular pelo ensaio de redução do MTT. 
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𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =  
(𝐴𝑏𝑠 𝑇 − 𝐴𝑏𝑠 𝐵𝐶)

(𝐴𝑏𝑠 𝐶𝑇 − 𝐴𝑏𝑠 𝐵𝐶)
 ×  100% 

No qual:  

Abs T: Absorbância do grupo teste; 

Abs CT: Absorbância do grupo controle; 

Abs BC: Absorbância do branco. 

3.3 Avaliação do efeito sobre formas epimastigota de T. cruzi cepa Y 

As formas epimastigota de T. cruzi foram concedidas pelo Laboratório de 

Bioquímica de Parasitas da Universidade de São Paulo (USP) e cultivadas em meio LIT 

(Liver Infusion Tryptose, NaCl 4 g.L-1; Na2HPO4.12H2O 11,6 g.L-1; KCl 0,4 g.L-1; 

glicose 2,2 g.L-1; triptose 5 g.L-1; infusão de fígado 5 g.L-1; hemina 25 mg.L-1; pH 7,4) 

suplementado com 10% de SBF e antibióticos (estreptomicina: 50 mg.L-1 ;penicilina: 

200 UI.mL-1). As culturas foram mantidas a 28 ± 1°C em estufa BOD (Biochemical 

Oxygen Demand) em garrafas estéreis (ARAÚJO-JORGE; CASTRO, 2000). 

Os parasitos foram cultivados na densidade de 1x106 células.mL-1, e avaliados 

diariamente até atingirem a fase exponencial de crescimento (6° ao 8° dia de cultivo). 

Após  esse período, foram subcultivados em um novo meio LIT. Para manutenção do 

estoque de células, as culturas foram centrifugadas (2.800 rpm por 7 minutos), 

ressuspendidas em 95% SBF e 5% de DMSO estéril; e estocadas em nitrogênio líquido. 

Para avaliação do efeito das substâncias do presente estudo nas formas 

epimastigotas, alíquotas contendo os parasitos na fase exponencial foram diluídas em 

meio LIT completo e transferidas para câmara de Neubauer, sendo feita a determinação 

da densidade celular (células.mL-1) nos cinco quadrantes do campo central (Figura 11). 

O cálculo foi feito com base na equação 3. 

Equação 3: Determinação da densidade de parasitos por contagem em Câmara de Neubauer. 

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 = 𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 ×  𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒𝑚 ×  5 ×  104  

Em seguida, os parasitos foram transferidos para placas estéreis de 96 poços, de 

modo que a concentração inicial fosse ajustada para 1x106 células.mL-1 (200 µL/poço), 

juntamente com a substância em estudo e o Bz (1000-31,25 µM). Além disso, as células 

foram tratadas com DMSO 0,5% para avaliar o efeito do veículo sobre a viabilidade 

celular, sendo o PBS utilizado como controle negativo. 
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Após o tratamento, as placas foram incubadas em estufa BOD, e colhidas 

alíquotas dos grupos experimentais após 24, 48 e 72 horas para quantificação dos 

parasitos viáveis, com mobilidade e morfologia típica (LIMA et al., 2016). Ao final, a 

viabilidade (%) dos parasitos foi determinada através da equação 4: 

Equação 4: Determinação do percentual de parasitos viáveis por contagem em Câmara de Neubauer. 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =  
𝑇

𝐶𝑇
 ×  100% 

Em que: 

T: Quantidade de parasitos viáveis no grupo experimental; 

CT: Média da quantidade de parasitos viáveis do grupo controle negativo. 

Sendo assim, com os valores de viabilidade (%) de formas epimastigotas, foi 

possível determinar a IC50 (concentração capaz de inibir em 50% da proliferação de 

epimastigotas). 

3.4 Avaliação do efeito em formas tripomastigota de T. cruzi cepa Y 

As formas tripomastigota de T. cruzi foram obtidas a partir da infecção de células 

hospedeiras de mamíferos (LIMA et al., 2016). As células LLC-MK2 foram cultivadas 

em garrafas estéreis de 25 cm2 na concentração de 1x105 células.mL-1 em meio DMEM 

10% SBF. Após 48 horas de incubação em estufa de CO2, o meio foi substituído por 

DMEM 2% SBF sem antibióticos, e as células infectadas com tripomastigotas na 

proporção de 20 parasitos:1 célula. 

Após 72 horas, ocorreu a substituição do meio das garrafas, e o sobrenadante 

centrifugado (2800 rpm por 7 minutos) para obtenção dos tripomastigotas; este 

procedimento fora realizado até o 6° dia pós-infecção. A densidade celular foi 

determinada por contagem em câmara de Neubauer, semelhante à contagem das formas 

epimastigotas. Os tripomastigotas foram utilizados para os ensaios de avaliação do 

efeito da substância de estudo e obtenção de formas amastigotas. 

Para avaliação do efeito tripanocida das substâncias em estudo, 106 

tripomastigotas.mL-1 foram incubadas com a acetofenona e Bz (1000 - 31,25 µM) em 

placas de 96 poços (200 µL/poço) com meio DMEM 10% SBF. Parasitos não-tratados 
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foram utilizados como controle negativo, sendo considerados como 100% de 

viabilidade. Ademais, DMSO 0,5% foi utilizado como grupo veículo. 

Após 24 horas de incubação em estufa de CO2, as alíquotas foram coletadas dos 

grupos experimentais, e a quantidade de parasitos foi determinada também por 

contagem em Câmara de Neubauer. A viabilidade (%) celular foi calculada de acordo 

com a equação utilizada para as formas epimastigotas, e a LC50 (concentração letal para 

50% dos parasitos) foi estimada por regressão não-linear. Além disso, foi calculado o 

índice de seletividade (IS) sobre as formas tripomastigotas em relação às células 

hospedeiras de mamíferos, através da seguinte equação 5: 

Equação 5: Cálculo do Índice de Seletividade (IS). 

𝐼𝑆 =  
𝐶𝐶50

𝐿𝐶50
 

Em que: 

IS: Índice de seletividade; 

CC50: Concentração capaz de reduzir em 50% a viabilidade das células 

hospedeiras de mamíferos; 

LC50: Concentração letal para 50% dos parasitos. 

3.5 Avaliação do efeito sobre formas amastigota de T. cruzi cepa Y 

Para avaliação do efeito da substância sobre amastigotas intracelulares, 1x105 

células.mL-1 de células LLC-MK2 foram cultivadas em placas de 24 poços, sobre 

lamínulas estéreis de 13 mm de diâmetro durante 24 horas e incubadas em estufa de 

CO2. Posteriormente, as células foram infectadas com tripomastigotas (2x106 

células.mL-1) e incubadas durante 48 horas, conseguintes tratadas nas concentrações: 

480µM; 240µM; 120µM e 60µM; permanecendo 24 horas em estufa de CO2 . 

Por fim, as lamínulas foram retiradas do poço, lavadas com água destilada e 

fixadas com solução de Bouin (ácido pícrico, formaldeído e ácido acético). Logo após, 

foram lavadas com água destilada e etanol 70%; em seguida, desidratadas com metanol 

por 2 minutos. Posteriormente, coradas utilizando solução de corante Giemsa (5% v/v 

em água destilada) por 60 minutos. Finalmente, as lamínulas foram lavadas para 
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remoção do excesso de corante, secas e montadas em lâmina utilizando Entellan® 

(ARAÚJO-JORGE, T; DE CASTRO, 2010). 

A análise do efeito sobre as formas amastigotas foi feita por contagem em 

microscópio óptico por meio da quantidade de células não infectadas e células 

infectadas, totalizando 300 células por grupo experimental. Os resultados foram 

apresentados como percentual de células infectadas e quantidade de amastigotas por 100 

células infectadas (MONTEIRO et al., 2020). 

3.6 Ensaios de citometria de fluxo 

A citometria de fluxo é utilizada para analisar em fluxo células e partículas 

suspensas em uma solução isotônica, permitindo distinguir diferentes tipos de 

parâmetros através de marcadores fluorescentes (Figura 12). Cada partícula é analisada 

através de uma dispersão de luz visível e um ou mais parâmetros de fluorescência. Essa 

é mensurada em duas diferentes direções, a direção frontal (FSC: Forward Scatter), que 

indica o tamanho de cada célula, e a lateral (SSC: Side Scatter), que indica a 

complexidade interna e granulosidade das células, característico de contato com 

organelas e outros componentes internos (MCKINNON, 2018). 

Além de que as células podem estar marcadas com fluorocromos, o quais 

tornam-se excitados por feixes luminosos, possibilitando a emissão de luz em um 

comprimento de onda diferente, que tem a intensidade mensurada por detectores de 

fluorescência (FL2, FL1, FL3). Os sinais eletrônicos detectados são convertidos em 

informações relativas a eventos celulares patológicos e normais da amostra em análise 

(FLORES-GONZALEZ; CANCINO-DÍAZ; CHAVEZ-GALAN, 2020).  
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Figura 12: Citômetro de fluxo. 

 

Fonte: VARSOMICS, 2022. 

3.6.1 Análise do perfil de morte e integridade celular 

Para descrever os eventos de morte celular nas formas epimastigotas 

sobrevindo do tratamento com a HTMCX, foram utilizados os marcadores 7-Amino-

Actinomicina D (7-AAD) e a Anexina V conjugada com Ficoeritrina (AxV PE).  

O 7-AAD é proveniente da actinomicina D, que é excitado no comprimento de 

onda de 488 nm e emite fluorescência em 647 nm. Este conjuga-se entre as fitas de 

DNA, no entanto, não atravessa a membrana plasmática íntegra. Logo, as células que 

apresentam alta marcação com 7-AAD perderam a sua integridade de membrana, uma 

crucial na morte celular por necrose (CHAN; MCCULLEY; KESSEL, 2017).  

A Anexina V é uma proteína que liga-se à fosfatidilserina (PS), na presença de 

íons cálcio, um componente abundante na membrana lipídica. A externalização de PS 

está relacionada ao reconhecimento por fagócitos, e consequente remoção de corpos 

apoptóticos do tecido (KIM et al., 2020). 

Para a realização deste ensaio, 1x106 epimastigotas.mL-1 foram cultivados em 

placas de 24 poços durante 24 horas na presença das substâncias em estudo (250 µM e 

500 µM). Prontamente, os grupos experimentais foram transferidos para tubos de 
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hemólise, centrifugados (2800 rpm por 7 minutos), lavados com tampão de ligação 

(HEPES solution 10 mM; NaCl 140 mM; CaCl2 2,5 mM; pH 7,4); e a marcação feita 

através de  kit comercial (100 µL do tampão de ligação com a adição de 5 µL de 7-AAD 

e 5 µL de AxV PE) (Annexin V/PE Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences, conforme 

instruções do fabricante). Após 15 minutos de incubação -no escuro-, foram adicionados 

400 µL do tampão de ligação em cada tubo, e as células analisadas no citômetro (BD 

FACSCaliburTM) com os detectores FL2, com fluorescência laranja, de 564-606 nm, para 

AxV PE; e FL3, com fluorescência vermelha, de 675-710 nm, para 7-AAD (BD 

Biosciences, New Jersey, USA), sendo as informações adquiridas pelo CellQuest ProTM 

software.  

Cada grupo foi adquirido pelo menos 10.000 eventos, e os eventos foram 

divididos em quatro quadrantes: células duplamente marcadas, células viáveis (baixa 

marcação para ambos os corantes), células em processo sugestivo de necrose (alta 

marcação para 7-AAD) e de apoptose (alta marcação para AxV PE). Ademais, para 

determinar o percentual de células que perderam a integridade de membrana, um outro 

ensaio foi realizado utilizando a marcação com 7-AAD, seguindo as mesmas 

recomendações descritas. O resultado foi descrito como percentual de eventos com 

marcação positiva para 7-AAD, indicando dano de membrana. 

3.6.2 Acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ERO) citoplasmáticas  

A análise baseia-se na capacidade da 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceína 

(DCFH2-DA), sonda não-fluorescente, em penetrar a membrana plasmática das células, 

em seguida, clivada por esterases citoplasmáticas à 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH2), 

que se mantém no citoplasma celular. O DCFH2 é então oxidado pelas ERO do 

citoplasma à 2’7’-diclorofluoresceína oxidada (DCF).  No comprimento de 488 nm o 

DCF é excitado e emite fluorescência detectável em FL1 (fluorescência verde, de 515-

545 nm). Logo, a intensidade da fluorescência é diretamente proporcional à quantidade 

de ERO presentes no citoplasma das células (RAJNEESH et al., 2017). 

Passadas 3 horas do tratamento das formas epimastigotas, na concentração de 

1x106 células.mL-1 em placas de 24 poços com as substâncias em estudo (250 e 500 

µM), o DCFH2-DA (concentração final de 20 µM em DMSO) foi adicionado e as placas 

incubadas no escuro (ARANDA et al., 2013). Após as 24 horas do tratamento, os grupos 
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experimentais foram transferidos para tubos de ensaio, lavados e ressuspensos em 500 

µL de PBS. Posteriormente, foi realizada a leitura mínima de 10.000 eventos no 

equipamento BD FACSCaliburTM . 

O acúmulo citoplasmático de ERO foi definido através da média da intensidade 

de fluorescência relativa (IFR) oriunda da oxidação do DCFH2 à DCF. O cálculo da 

média geométrica das intensidades de fluorescência dos grupos testes em relação ao 

controle foi realizado de acordo com a equação 6 (KESSLER et al., 2013). 

Equação 6: Determinação da Intensidade de Fluorescência Relativa (IFR). 

𝐼𝐹𝑅 =  
𝑚𝑇𝐸𝑆𝑇𝐸

𝑚𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿𝐸
 

Na qual: 

mCONTROLE: Média geométrica do grupo controle; 

mTESTE: Média geométrica do grupo tratado. 

3.6.3 Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial (ΔΨm) 

O potencial transmembrânico mitocondrial (ΔΨm) foi realizado utilizando o 

corante catiônico Rodamina 123 (Rho123) (MERCK®, Darmstadt, Alemanha). No 

espaço intermembrana mitocondrial, em pH fisiológico, o corante tem bastante atração 

pelo potencial elétrico negativo, o qual irradia fluorescência vermelha (JOHNSON; 

WALSH; CHEN, 1980; O’CONNOR et al., 1988).  

Mudanças no ΔΨm e na integridade mitocondrial relacionam-se diretamente 

com o declínio na produção de energia e morte celular. A redução de Rho123 na 

mitocôndria provoca um aumento relativo deste corante no citoplasma, o qual emite 

fluorescência verde. Alterações no ΔΨm podem ser avaliados por meio da diminuição 

da fluorescência vermelha ou aumento da fluorescência verde (O’CONNOR et al., 

1988).  

As formas epimastigotas tratadas com HTMCX (500 e 250 µM), após 24 horas 

foram transferidas para tubos de ensaio, centrifugadas (2.800 rpm por  7 minutos) e 

lavadas com PBS (2 vezes). Posteriormente, as células foram marcadas com Rho123, 

em uma concentração final de 10 µg.mL-1, e sendo incubadas durante 30 minutos no 

escuro. Por fim, foram realizadas duas novas lavagens, a ressuspensão em 500 µL de 
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PBS e leitura por citometria de fluxo, utilizando o detector FL2 (DE MENEZES et al., 

2019b). Os resultados foram expressos em IFR. 

3.7 Estudos in silico 

Para avaliação teórica das interações entre a substância do presente estudo 

foram realizados os ensaios de docking molecular das enzimas cruzaina (Cr) e 

tripanotiona redutase (TR) de T.cruzi, em parceria com o Grupo de Química Teórica e 

Eletroquímica (GQTE) da Universidade Estadual do Ceará, coordenado pelo professor 

Dr. Emmanuel Silva Marinho.  

3.7.1 Obtenção e preparo dos ligantes 

A plotagem da estrutura química da HTMCX foi desenhada utilizando o 

software MarvinSkecth (CSIZMADIA, 1999) e o confômero de menor energia foi salvo 

em pH fisiológico, em seguida otimizado utilizando o software Avogadro (HANWELL, 

2012), configurado para utilizar algoritmo steepest descent com ciclos de 50 interações, 

aplicando o campo de força MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (HALGREN, 

1996; ANDRADE NETO et al., 2021). 

3.7.2 Obtenção e preparo dos alvos proteicos 

As estruturas tridimensionais dos alvos proteicos foram obtidas do repositório 

Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). A Cr foi descrita como “Estrutura cristalina 

da cruzaína em complexo com um inibidor tetrafluorofenoximetil cetona” (PDB: 3IUT) 

(BRAK et al., 2010). Já a TR foi identificada como “Estrutura cristalina da tripanotiona 

redutase de Trypanosoma cruzi em complexo com um inibidor mostarda de quinacrina” 

(PDB: 1GXF) (SARAVANAMUTHU et al., 2004). Ambas foram determinadas pelo 

método de difração de raio-X, com valores de resolução de 2,70 e 1,20Ǻ, 

respectivamente. 

O preparo dos alvos foi realizado utilizando o softwares AutoDock Tools™ 

(HUEY; MORRIS; FORLI, 2012) . Sendo removidas as moléculas de água e os ligantes 

interferentes, e adicionados hidrogênios polares e cargas Kollman e Gasteiger (YAN et 

al., 2014). 
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3.7.3 Simulações de docking molecular 

Para as simulações de docking molecular foi utilizado o software 

AutodockVina (TROTT; OLSON, 2010), Lamarkian Genetic Algorithm (LGA) e 

Exhaustiveness 64 (MARINHO et al., 2020). Por meio destas metodologia, o grid box 

foi centralizado de acordo com Gomes e colaboradores (2023), de maneira a envolver 

toda a estrutura da enzima utilizando os eixos 6.612 (x), -0.436 (y) e 8.052 (z), 

parâmetros de size 116Å (x), 106Å (y) e 126Å (z) frente à Cr; eixos (44.196 x, 3.102 y, 

-0.054 z) e size (126 x, 90 y, 126 z) frente à TR. Para cada simulação com cada alvo, 

cinquenta simulações independentes foram realizadas, obtendo vinte poses cada, 

utilizando como 64 o critério de exhaustiveness (MARINHO et al., 2020).  

Para obtenção de dados comparativos foram realizadas simulações com o 

Bz. A validação estatística das simulações se deu por meio da medida do RMSD (Root 

Mean Square Deviation), utilizando como critério de aceitabilidade valores de RMSD 

<2,0Å (YUSUF et al., 2008). Para avaliação da estabilidade do complexo ligante-

proteína foi utilizada a energia de afinidade (ΔG) como parâmetro, sendo selecionadas 

aquelas simulações cujos valores de ΔG fossem menores que -6,0 kcal.mol-1 

(SHITYAKOV; FÖRSTER, 2014; SILVA et al., 2021).  

3.7.4 Análise dos modos de ligação e interações receptor-ligante 

Para análise dos resultados de docking molecular foram usados os softwares 

UCSF Chimera™ (PETTERSEN et al., 2004), Pymol (DELANO, 2020) e Discovery 

studio visualizer™ viewer (BIOVIA, 2016). O servidor Protein-Ligand Interaction 

Profiler (PLIP) (ADASMES et al., 2021; SALENTIN et al., 2015) foi utilizado para 

visualizar as interações moleculares e ligações de hidrogênio. 

3.8 Análises estatísticas 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3). Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM), sendo a análise estatística feita 

utilizando one-way ou two-way ANOVA, com pós-teste de Dunnet, com p<0,05 como 

critério de significância. As análises foram realizadas utilizando os softwares Microsoft 

Office® Excel 2016 e GraphPad Prism® versão 5.0. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Caracterização da substância obtida 

A substância foi isolada sob a forma de um sólido cristalino amarelo com ponto 

de fusão de 108,5-110,6 °C. O espectro de ressonância magnética (RMN1H) permitiu 

atribuir os sinais em 3,96 (s), 3,91 (s) e 3,83 (s) a hidrogênios metoxílicos (Apêndice 

A). A análise dos espectros de RMN 13C-{1H} e RMN 13C-DEPT 135° mostrou a 

existência de cinco carbonos quaternários: 159,22 (C-4), 158,96 (C-6), 158,60 (C-

2), 130,67 (C-3) e 106,50 (C-1), e somente um  carbono metínico aromático: 86,61 (C-

5) (Apêndices B e C). A análise dos dados espectroscópicos e a comparação com 

modelos levaram a proposição da estrutura como sendo a 2-hidroxi-3,4,6-

trimetoxiacetofenona, denominada HTMCX (Figura 9). 

4.2 Citotoxicidade das substâncias em células LLC-MK2 

A avaliação da citotoxicidade da HTMCX em células hospedeiras de mamíferos 

foi realizada utilizando a linhagem de células LLC-MK2 submetidas ao ensaio de 

redução do MTT. Os valores percentuais de viabilidade celular estão expressos na tabela 

1.  

Tabela 1: Percentuais de viabilidade celular de células LLC-MK2 tratadas com as substâncias em 

estudo. 

(µM) Viabilidade celular (%) 

 HTMCX Bz 

CT 100,50 ± 1,56 100,40 ± 1,56 

V (DMSO 0,5%) 94,80 ± 0,89 94,80 ± 0,89 

1000 57,80 ± 5,24* 36,58 ± 1,67* 

500 96,48 ± 1,00 50,66 ± 1,91* 

250 98,16 ± 1,56 70,19 ± 2,20* 

125 98,27 ± 2,55 74,60 ± 2,46* 

62,5 98,43 ± 2,32 85,35 ± 2,37* 

31,2 99,51 ± 2,39 94,94 ± 1,58* 

Legenda: CT – Grupo controle (Bz); V – Veículo (DMSO 0,5%). A análise estatística foi feita por one-

way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Os dados estão apresentados como média 

± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 
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Conforme observado na tabela 1, figura 13 e 14, a substância apresentou 

toxicidade na concentração de 1000 µM, com viabilidade (%) celular variando de 57,80 

± 5,24%, e o grupo tratado com Bz de 36,58 ± 1,67. 

Figura 13: Citotoxicidade do CT, DMSO (V) e HTMCX em diferentes concentrações em células 

hospedeiras de mamíferos LLC-MK2.  
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Legenda: CT – Controle; V – Veículo (DMSO 0,5%).  A análise estatística foi feita por one-way ANOVA 

com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs CT.  Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

Figura 14: Citotoxicidade do Bz em diferentes concentrações em células hospedeiras de mamíferos LLC-

MK2.  
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Legenda: CT – Controle; V – Veículo (DMSO 0,5%).  A análise estatística foi feita por one-way ANOVA 

com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs CT.  Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 
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A toxicidade nas células hospedeiras de mamíferos foi também mensurada 

através da estimativa da concentração necessária para reduzir 50% da viabilidade das 

células hospedeiras de mamíferos (CC50), apresentados na tabela 5. O Bz apresentou 

toxicidade superior a da acetofenona, quando comparados os valores de CC50, 502,6 ± 

57,80 µM para o Bz, e 1351,00 ± 69,30 µM para a substância. 

4.3 Efeito tripanocida em formas epimastigotas 

Foram utilizadas as formas epimastigotas para a avaliação do efeito 

antiproliferativo das substâncias em estudo, e os resultados expressos através da 

viabilidade (%) parasitária. Conforme observado na tabela 2, a substância foi capaz de 

inibir de modo concentração e tempo-dependentes a proliferação celular, sendo 

significante em todas as concentrações testadas para 48 e 72 horas. 

Tabela 2: Efeito tripanocida da HTMCX sobre as formas epimastigota de T. cruzi. 

                                                Células viáveis (%) 

 (µM) 24 horas 48 horas 72 horas 

CT 100,00 ± 2,48 100,00 ± 2,16 100,00 ± 0,51 

V (DMSO 0,5%) 98,61 ± 4,92 94,87 ± 1,05 102,80 ± 3,16 

1000 48,53 ± 6,03* 25,49 ± 3,74* 42,19 ± 5,25* 

500 49,75 ± 5,38* 38,47 ± 2,49* 50,98 ± 2,67* 

250 58,34 ± 2,88* 39,43 ± 3,06* 59,30 ± 2,99* 

125 63,74 ± 1,50* 46,53 ± 4,35* 63,84 ± 3,27* 

62,5 68,97 ± 3,92* 45,83 ± 4,56* 75,65 ± 1,63* 

31,2 77,17 ± 4,52* 62,26 ± 6,59* 77,75 ± 1,80* 

Legenda: CT – Controle; V – Veículo (DMSO 0,5%). Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

A análise foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

No tempo de 24 horas (Figura 15-A), foram observados percentuais de 

viabilidade celular entre 48,53% e 77,17%, semelhante aos percentuais obtidos no 

tempo de 72 horas, 42,19% e 77,75% (Figura 15-C). O maior efeito foi observado no 

tempo de 48 horas (Figura 15-B), em que os percentuais de viabilidade celular variaram 

entre 25,49% e 62,26%, conforme apresentado na tabela 2. Foram estimados os 

seguintes valores de IC50: IC50/24h = 379,80 ± 93,60 µM; IC50/48h = 47,43 ± 22,1 µM 

e IC50/72h = 341,20 ± 75,90 µM (Tabela 5). 
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Figura 15: Efeito tripanocida da substância sobre as formas epimastigota de T. cruzi. 
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Legenda: CT – Controle; V – Veículo (DMSO 0,5%).  A análise estatística foi feita por one-way ANOVA 

com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT.  Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

Para o Bz, no tempo de 24 horas, o percentual de epimastigotas viáveis variou 

de 13,5% a 79,1%. No tempo de 48 horas, 7,7% a 52,7% dos epimastigotas 

apresentavam-se viáveis. O tratamento de 72 horas com o Bz reduziu a viabilidade das 

formas epimastigotas entre 1,7% e 42,1% (Figura 16, Tabela 3). Foram estimados os 

seguintes valores de IC50: IC50/24h = 115,1 ± 16,3 µM; IC50/48h = 37,4 ± 5,6 µM e 

IC50/72h = 22,1 ± 2,9 µM (Tabela 5).  
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Tabela 3: Efeito tripanocida do Bz sobre as formas epimastigota de T. cruzi. 

Células viáveis (%) 

(µM) 24 horas 48 horas 72 horas 

CT 100,0 ± 1,8 100,0 ± 0,9 100,0 ± 2,7 

V  (DMSO 0,5%) 98,6 ± 4,9 94,9 ± 1,1 102,8 ± 3,2 

1000 13,5 ± 1,1* 7,7 ± 0,8* 1,7 ± 0,2* 

500 30,7 ± 1,8* 20,1 ± 1,3* 4,0 ± 0,2* 

250 34,4 ± 1,8* 21,9 ± 0,7* 9,6 ± 0, 8* 

125 48,4 ± 2,7* 34,3 ± 2,0* 24 ± 0, 8* 

62,5 52,8 ± 1,0* 40,6 ± 1,5* 27,3 ± 1,2* 

31,2 79,1 ± 3,2* 52,7 ± 2,0* 42,1 ± 0,8* 

Legenda: A análise foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs CT. Os 

dados estão apresentados como média ± EPM.  

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

Figura 16: Efeito tripanocida do grupo tratado com Bz sobre as formas epimastigota de T. cruzi. 
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Legenda: CT – Controle; V – Veículo (DMSO 0,5%).  A análise estatística foi feita por one-way ANOVA 

com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT.  Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 



 
 
 

47 
 

 

4.4 Efeito tripanocida em formas tripomastigotas 

A  HTMCX foi testada contra formas tripomastigotas, e os resultados expressos 

na tabela 4 e figura 17. A substância apresentou efeito nas quatro maiores concentrações 

testadas (125, 250, 500 e 1000 µM), com percentuais de parasitos viáveis variando de 

0,69% a 67,65%. Sendo capaz de, na maior concentração, matar, aproximadamente, 

98,82% dos parasitos. O Bz apresentou efeito significante sobre as formas 

tripomastigotas em todas as concentrações testadas, com percentuais de células viáveis 

variando entre 97,23% e 100,00% (Figura 18). 

Tabela 4: Percentuais de viabilidade de formas tripomastigota de T. cruzi. 

(µM) Células viáveis (%) 

CT 100,00 ± 2,77 

V (DMSO 0,5%) 98,61 ± 2,10 

1000 0,69 ± 0,49* 

500 22,15 ± 1,94* 

250 58,02 ± 4,25* 

125 67,65 ± 5,98* 

62,5 87,35 ± 4,59 

31,2 98,84 ± 5,49 

Legenda: A análise estatística foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs 

CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM.  

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

O efeito sobre as formas tripomastigotas pode ser avaliado também através da 

estimativa dos valores de LC50, sendo 238,30 ± 29,90 µM e 161,4 ± 31,8 µM para a 

substância e Bz, respectivamente. Com a avaliação do efeito sobre as formas 

tripomastigotas, bem como a citotoxicidade sobre células hospedeiras de mamíferos, a 

seletividade desta molécula foi comparada através do cálculo do IS. Os valores de IS 

obtidos foram de 5,66 para a substância e 3,11 para Bz. A tabela 5 apresenta de maneira 

resumida os valores de CC50, IC50, LC50 e IS obtidos no presente estudo. 
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Figura 17: Efeito da HTMCX sobre as formas tripomastigota de T. cruzi. 
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Legenda: CT – Controle; V – Veículo (DMSO 0,5%). A análise estatística foi feita por one-way ANOVA 

com pós-teste de Dunnet, *p<0,05 vs CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

Figura 18: Efeito do Bz sobre as formas tripomastigota de T. cruzi. 
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Legenda: CT – Controle; V – Veículo (DMSO 0,5%). A análise estatística foi feita por one-way ANOVA 

com pós-teste de Dunnet, *p<0,05 vs CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 
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Tabela 5: Valores estimados de CC50, IC50 e LC50 para a substância em estudo. 

                                                               Tempo de incubação 

 24 horas 48 horas 72 horas 

HTMCX    

LLC-MK2 (CC50) 1351,00 ± 69,30 - - 

Epimastigota (IC50) 379,80 ± 93,60 47,43 ± 22,1 341,20 ± 75,90 

Tripomastigota (LC50) 238,30 ± 29,90 - - 

Índice de Seletividade (IS) 5,66 - - 

Bz    

LLC-MK2 (CC50) 502,6 ± 57,8 - - 

Epimastigota (IC50) 115,1 ± 16,3 37,4 ± 5,6 22,1 ± 2,9 

Tripomastigota (LC50) 161,4 ± 31,8 - - 

Índice de Seletividade (IS) 3,11 - - 

 

Legenda: CC50 – Estimativa de concentração capaz de reduzir em 50% a viabilidade de células LLC-MK2 

hospedeiras; IC50 – Concentração estimada capaz de inibir 50% da proliferação de formas epimastigotas; 

LC50 – Estimativa de concentração tripanocida para 50% das formas tripomastigotas. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

4.5 Efeito sobre a formas amastigotas intracelulares 

A substância em estudo reduziu o percentual de células infectadas, com 

percentuais de 84,17% e 81,83% nas duas concentrações mais altas, comparados aos 

92,83% de células infectadas no grupo controle (Tabela 6).  

Tabela 6: Efeito da substância sobre as formas amastigota de T. cruzi. 

                                                           (24 horas) 

Concentração (μM) Células infectadas (%) N° amastigotas/100 células 

CT 92,83 ± 0,91 1270,00 ± 15,54 

480 (2 IC) 81,33 ± 1,65*  625,50 ± 6,96* 

240 (IC) 84,17 ± 1,14* 722,80 ± 9,67* 

120 (0,5 IC) 89,50 ± 0,56 740,30 ± 5,30* 

60 (0,25IC) 89,33 ± 0,67 860,00 ± 18,61* 

Legenda: A análise estatística foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs 

CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM.  

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

Além disso, conforme mostrado na tabela 7 e figura 19 (A e B), em todas as 

concentrações testadas, a substância foi capaz de reduzir a quantidade de parasitos 

intracelulares, com quantidades médias de amastigotas iguais a 625,50/100 células a 
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860,00/100 células, comparado ao número médio de 1270,00/100 células de amastigotas 

intracelulares do grupo controle.  

Figura 19:  Efeito antiamastigota da substância em estudo sob cepa Y de T. cruzi. 
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Legenda: CT – Controle. Estão representados os percentuais de células infectadas (A) e o número de 

amastigotas em 100 células (B). A análise estatística foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de 

Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM.  

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

4.6 Ensaio do perfil de morte e integridade celular 

A avaliação do perfil de morte celular da substância sobre as formas 

epimastigotas, foi realizada através de ensaios de citometria de fluxo. O tratamento com 

a acetofenona nas concentrações aumentou a marcação com 7-AAD (7-AAD+/AxPE-), 

dupla marcação com 7-AAD e Anexina V (7-AAD+/AxPE+) e Anexina V (7-AAD-

/AxPE+), em relação ao grupo controle. O comportamento das populações mediante o 

tratamento com as substâncias em estudo pode ser observado na tabela 7 e figura 20. 
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Tabela 7: Percentuais de eventos celulares marcados com 7-AAD/AxPE.                                                

Eventos (%) 

Marcação Controle 
HTMCX 

250 500 

7AAD-/AxPE- 95,3 ± 0,22  77,63 ± 1,28* 57,26 ± 1,63* 

7AAD+/AxPE- 3,14 ± 0,26 10,84 ± 0,72* 17,04 ± 0,43* 

7AAD-/AxPE+ 0,95 ± 0,03 8,49 ± 0,55* 17,31 ± 1,09* 

7AAD+/AxPE+ 0,56 ± 0,05 3,04 ± 0,20 8,39 ± 0,94* 

Legenda: 7-AAD – 7-Aminoactinomicina D; AxPE – Anexina V conjugada com ficoeritrina. A análise 

estatística foi realizada por two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs CT. Os dados 

estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

Além do ensaio de avaliação do perfil de morte celular, a avaliação da 

marcação apenas com 7-AAD foi realizada para que se fossem quantificadas as células 

danificadas, tendo em vista que esta expressou-se melhor, e os valores percentuais 

expressos na tabela 8. Nas concentrações de 250 e 500 µM da HTMCX, o percentual de 

epimastigotas que apresentaram marcação com 7-AAD foram iguais a 34,35% e 

19,33%, respectivamente (Figura 21). 

Tabela 8: Percentuais de formas epimastigotas danificadas. 

 Células danificadas (%) 

Controle 4,10 ± 0,26 

HTMCX – 500 µM 19,33 ± 1,23* 

HTMCX – 250 µM 34,35 ± 1,03* 

Legenda: A análise estatística foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs 

CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 
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Figura 20: Células epimastigotas que apresentaram marcação com 7-AAD em avaliação por citometria 

de fluxo. 
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Legenda: CT – Controle; HTMCX – Substância em estudo. Estão representados os percentuais de células 

danificadas tratadas com acetofenona 250μM e 500μM. A análise estatística foi feita por one-way 

ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Os dados estão apresentados como média ± 

EPM.  

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

Figura 21: Perfil de morte celular induzido pela HTMCX sobre as formas epimastigotas de T. cruzi 

através por citometria de fluxo. 
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Legenda: Na figura A tem-se os resultados apresentados como média ± EPM. A análise estatística foi 

feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. CT. Nos gráficos de dot plot (B, 

C, D), têm-se o comportamento das populações mediante tratamento com a substância, em que o 

tratamento com a substância provocou o deslocamento da população de células para o quadrante superior 

esquerdo (7-AAD+/AxPE-), com menor deslocamento para o quadrante superior direito (7-

AAD+/AxPE+).  

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

 4.7 Acúmulo citoplasmático de espécies reativas de oxigênio 

A avaliação do acúmulo de espécies reativas de oxigênio no citoplasma foi 

realizada utilizando a sonda fluorescente DCFH2-DA. Como demonstrado na tabela 9, 

o tratamento com a substância provocou um aumento na fluorescência 74%, enquanto 

na concentração mais alta, este aumento foi de 170%, em relação ao grupo controle. Nas 

concentrações de 250 µM e 500 µM, houve um aumento da intensidade de fluorescência 

relativa (Figura 22-A), observado através do deslocamento do pico do histograma 

(Figura 22-B). 

Tabela 9: Intensidade de fluorescência relativa de formas epimastigotas tratadas com a substância e 

marcadas com DCFH2-DA. 

 Intensidade de Fluorescência Relativa (FL1) 

Controle 1,00 ± 0,05 

HTMCX – 250 µM 1,74 ± 0,06* 

HTMCX – 500 µM 2,70 ± 0,25* 

Legenda: A análise estatística foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. 

CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM.  

Fonte: Elaborada pela Autora. 
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Figura 22: Intensidade de fluorescência relativa de formas epimastigotas tratadas com a substância e 

marcadas com DCFH2-DA por citometria de fluxo. 
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Legenda: CT – Controle; Azul – 250μM; Roxa – 500µM. Os dados estão apresentados como média ± 

EPM. A análise estatística foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet. *p<0,05 vs. CT. Estão 

representados os resultados de intensidade de fluorescência relativa das células tratadas com HTMCX e 

marcadas com DCFH2-DA (A) e o seu histograma (B). 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

4.8 Efeito no potencial transmembrânico mitocondrial 

 

Foram realizados ensaios de citometria de fluxo com Rho123 para avaliar o 

potencial transmembrânico mitocondrial das formas epimastigotas tratadas. Os 

resultados foram expressos na tabela 10, o tratamento com a substância, nas 

concentrações, foi capaz de reduzir o potencial mitocondrial em cerca de 40% das 

formas epimastigotas, em relação ao controle. Esse efeito pode ser observado na figura 

23-A, e com o deslocamento do pico do histograma para o lado esquerdo (Figura 23-B). 
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Tabela 10: Valores de intensidade de fluorescência de formas epimastigotas tratadas com a substância e 

marcadas com Rho123. 

 Intensidade de Fluorescência Relativa (FL2) 

Controle 1,00 ± 0,02 

HTMCX – 250 µM 0,58 ± 0,01* 

HTMCX – 500 µM 0,60 ± 0,01* 

Legenda: A análise estatística foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com *p<0,05 vs. 

CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

Figura 23: Intensidade de fluorescência relativa de formas epimastigotas tratadas com a substância e 

marcadas com Rho123 por citometria de fluxo. 
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Legenda: CT – Controle; Azul – 250µM; Roxa – 500µM. Estão representados os resultados de intensidade 

de fluorescência relativa das células tratadas com HTMCX e marcadas com Rho123 (A), bem como seu 

histograma (B). A análise estatística foi feita por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnet, com 

*p<0,05 vs. CT. Os dados estão apresentados como média ± EPM. 

Fonte: Elaborada pela Autora. 

 

 



 
 
 

56 
 

 

4.9 Estudos in silico de interação com a enzima cruzaína (Cr) 

Para o estudo da atividade antichagásica do HTMCX, foram realizadas 

simulações de docking molecular frente ao receptor Cr. Foi possível observar que o 

ligante apresentou RMSD de 1.354Å, valor menor que 2.0Å, dentro do parâmetro de 

idealidade (YUSUF et al., 2008), e energia de afinidade de -4.7 kcal/mol. O controle Bz 

apresentou RMSD de 1.838 Å e energia de afinidade -6.1 kcal/mol. 

Em relação às interações envolvidas na formação do complexo ligante-receptor 

(Figura 24), observamos que o HTMCX apresentou uma interação hidrofóbica com a 

cadeia lateral apolar do resíduo Ala-138A (3.82Å) e uma H-bond de intensidade forte 

(IMBERTY et al., 1991) com o resíduo de cadeia lateral básica His-162A (2.37 Å).  

O complexo Bz-Cr (Figura 24) apresentou quatro interações com o resíduo 

aromático Trp-184A, sendo três hidrofóbicas (3.53, 3.65 e 3.66Å) e uma H-bond de 

intensidade moderada (3.12Å).  

Figura 24:  Complexo de interação do receptor Cr com HTMCX e Bz. 

 

Legenda:  Complexo e mapas de interação da enzima Cr com os ligantes HTMCX e Bz. 

Fonte: Grupo de Química Teórica e Eletroquímica (GQTE) - UECE. 
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4.10 Estudos in silico de interação com a enzima tripanotiona redutase (TR) 

Frente à TR, a substância apresentou valor RMSD e energia de afinidade de 

0.643Å e -6.2 kcal/mol. Foi possível observar valor de RMSD menor que 2.0Å, dentro 

do parâmetro de idealidade (YUSUF et al., 2008). O complexo apresentou energia de 

afinidade de -6.2 kcal/mol, valor menor que -6.0 kcal/mol (SHITYAKOV; FÖRSTER, 

2014) confirmando a estabilidade do complexo ligante-receptor formado. O controle Bz 

apresentou RMSD de 1.526Å e energia de afinidade de -7.4 kcal/mol, similar ao estudo 

de Gomes e colaboradores (2023). 

Em relação às interações envolvidas na formação do complexo, observamos que 

o HTMCX (Figura 25-A) apresentou sete H-bonds de intensidade forte, sendo quatro 

com os resíduos de cadeia lateral apolar Ala-13A (2.85Å), Gly-14A (2.22Å), Gly-16A 

(2.49Å), Ala-160A (1.78Å) e três com os resíduos de cadeia lateral polar não carregada 

Ser-47A (2.64Å) e Thr-52A (2.06 e 2.86Å), evidenciamos também que o ligante 

apresentou uma H-bond de intensidade moderada com o resíduo de cadeia lateral polar 

não carregada Ser-15A (3.54Å). 

O complexo Bz-TR (Figura 25-B), apresentou uma interação hidrofóbica com o 

resíduo de cadeia lateral apolar Ile-200B (3.60Å), duas H-bonds de intensidade forte 

com o resíduo de cadeia lateral polar não carregada Thr-335B (2.76 e 2.95Å) e uma 

interação π-π Stacking com o resíduo aromático Phe-199B (5.00Å). 
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Figura 25:  Complexo de interação do receptor TR com HTMCX (A) e Bz (B). 

 

 
 

Legenda: Complexo e mapas de interação da enzima TR com os ligantes HTMCX (A) e Bz (B). 

Fonte: Fonte: Grupo de Química Teórica e Eletroquímica (GQTE) – UECE. 
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5 DISCUSSÃO 

Apesar de ser uma enfermidade identificada há décadas, a DC ainda aflige a 

população de forma devastadora, principalmente nos países emergentes, onde as 

Políticas de Saúde Pública são precárias e desiguais. O único fármaco disponível no 

mercado brasileiro é o Bz. Sua eficácia para cura parasitológica tem sido relatada na 

fase aguda da doença, porém o mesmo não ocorre na fase crônica (CONCEIÇÃO et 

al., 2018).  

As diferenças de eficácia deste fármaco na fase aguda e crônica não estão 

totalmente esclarecidas, mas podem estar relacionadas às suas propriedades 

farmacocinéticas e farmacodinâmicas. Ademais, manifesta diversos efeitos adversos 

decorrentes das altas doses, como por exemplo, vômitos, dermatite e, em casos mais 

graves, depressão da medula óssea e polineuropatia periférica (FERREIRA et al., 

2019), o que pode dificultar a continuidade da terapia. Nesse contexto, a prospecção 

de novas moléculas para o tratamento, controle e enfrentamento dessa doença é de 

extrema importância.  

Desde muito tempo, é sabido a diversidade medicinal das plantas. Os avanços 

científicos têm mostrado que as acetofenonas apresentam variadas atividades 

biológicas em uma variedade de organismos, das quais podemos citar: anti-hepatite B 

(YAMASAKI et al., 2021),  antibacteriana (DU et al., 2022), antimicrobiana (VIEIRA; 

SOUSA E SILVA; VINHA, 2023), antifotoenvelhecimento (NAIKOO et al., 2023), 

antidiabéticas (TASLIMI et al., 2020), entre outros. 

Os derivados de acetofenonas também são precursores importantíssimos na 

síntese de medicamentos, entre o quais podemos citar o agente hipnótico-sedativo 

hemitartarato de zolpidem, o agente regulador de crescimento cloridrato de cinacalcete 

e o agente antifúngico tópico nitrato de oxiconazol, são exemplos de medicamentos 

sintetizados a partir de derivados de acetofenona (ZUBKOV; KOUZNETSOV, 

2020).  No entanto, poucos são os estudos voltados à busca de novos fármacos 

antichagásicos a partir destes precursores. 

Para tanto, a 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (HTMCX), caracterizada 

por ser uma acetofenona, apresentou atividade antioxidante, antiacetilcolinesterase 

(HOLANDA, 2019), antifúngica (AGUIAR, 2015) e antiinflamatória 
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(CAVALCANTI, 2023). Além disso, os derivados desta substância também têm sido 

relatados com bastante promissores, tais como atividade anti-SARS-CoV-2 

(ALMEIDA NETO, 2021), e também antifúngica (LOPES, 2019). Embora, poucos 

sejam os estudos desta molécula como alternativa para terapia antichagásica, esta 

demonstra ser bastante promissora. 

No presente estudo, foi descrito pela primeira vez o efeito tripanocida da 

acetofenona HTMCX, bem como seu possível mecanismo de ação. Essa molécula foi 

sintetizada e caracterizada previamente, e a realização do estudo de atividade in vitro 

e in silico teve como finalidade avaliar os efeitos nas principais formas de 

sobrevivência do T. cruzi. 

As células hospedeiras de mamíferos (LLC-MK2) possuem alta suscetibilidade 

à infecção e facilidade de cultivo e, geralmente, são utilizadas para investigar 

substâncias de baixa toxicidade, além de nortear sobre quais concentrações podem ser 

utilizadas para outras avaliações (MAGALHÃES, 2021). Dessa maneira, através do 

ensaio de citotoxicidade foi possível observar que a substância apresentou toxicidade 

apenas na maior concentração testada. E que as demais concentrações foram menos 

tóxicas, até mesmo, que o fármaco de referência (Bz). Esse efeito pode estar relacionado 

com a sua capacidade de interagir com resíduos de aminoácidos nucleofílicos presentes 

nas biomoléculas (OTERO et al., 2014).  

A molécula em estudo apresentou efeito em formas epimastigotas e 

tripomastigotas de T. cruzi, inibindo de modo concentração e tempo-dependentes a 

proliferação celular, além de, na maior concentração, ser capaz de matar quase 

totalmente os parasitos. Resultados semelhantes foram observados em um estudo com 

in vitro e in silico com trimetoxifenilchalconas (MAGALHÃES, 2021) e p-

aminochalconas sintéticas sobre cepa Y de T. cruzi (GOMES, 2023). 

As acetofenonas são precursoras do anel aromático A das chalconas (ROSA, 

2018). A biossíntese das chalconas começa com a condensação do composto, derivado 

da fenilalanina (acetofenona), com três moléculas de malonil-CoA catalisada pela 

enzima chalcona sintase, formando o intermediário, resultando na formação da chalcona 

hidroxilada 6 que pode ainda ser substrato da enzima chalcona isomerase (DUARTE, 

2018). Estas apresentam inúmeras atividades descritas a saber: antifúngica (LOPES, 
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2019; OSMANIYE et al., 2018), antimalárica (DEVI et al., 2018; REETA et al., 2019) 

e antibacteriana (AL-SAHEB et al., 2020; UŠJAK et al., 2019).  

A HTMCX foi capaz de aumentar a seletividade em comparação ao grupo 

controle, cujo IS foi de 5,66 e 3,11, respectivamente. Esse efeito ocorreu devido à uma 

redução da toxicidade em células hospedeiras de mamíferos, sem comprometer a 

funcionalidade no parasito. Embora os valores encontrados sejam inferiores ao 

preconizado pela OMS (IS>50), este achado corrobora com os avanços dos 

conhecimentos científicos de forma a permitir o desenvolvimento de moléculas menos 

tóxicas com efeito antiparasitário. 

As acetofenonas com valor LC50 de 815 mg/kg, são classificadas como não 

cancerígenas para o ser humano, e por isso são utilizada na indústria farmacêutica para 

diversos fins. A partir disso, alguns agentes farmacológicos foram desenvolvidos a 

partir de acetofenonas e propostos para uso prático no tratamento de diferentes doenças, 

são exemplo, o antidepressivo bupropiona, o anorexígeno anfepramona (dietilpropiona), 

e o agente neuropsiquiátrico pirovalerona (ZUBKOV; KOUZNETSOV, 2020).  

A substância foi utilizada também para a avaliação do efeito antiamastigota, e 

não só reduziu a quantidade de amastigotas dentro das células infectadas nas duas 

concentrações mais altas, mas também reduziu o percentual de células infectadas nas 

em todas as concentrações testadas. Demonstrando, então, um possível impedimento na 

proliferação intracelular das amastigotas.  

Semelhante aos resultados encontrados no presente estudo, uma pesquisa 

desenvolvida por Soares e colaboradores (2012) demonstrou que o tratamento de células 

de mamíferos (LLC-MK2) com acertofenona α-aminocetona 1,4-diamino-2-butanona 

levou à alteração do balanço redox celular, à ativação de resposta antioxidante e ao 

desencadeamento de morte celular via apoptose e parada de ciclo celular. Em formas 

tripomastigotas de T. cruzi o tratamento com a substância acarretou na redução da 

motilitidade e viabilidade destes parasitas. Além do mais, demonstrou-se eficiente em 

limitar a invasão de tripomastigotas às células hospedeiras (LLC-MK2) e redução da 

proliferação de amastigotas intracelulares.  

Bortoluzzi e colaboradores (2021) descreveu um efeito semelhante de uma 

fração rica em chalconas de L. culturatus contra formas amastigotas de T. cruzi. A 

redução na viabilidade de amastigotas e na infectividade provocada pela HTMCX pode 
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estar relacionada com a interferência em processos celulares de importância para a 

sobrevivência parasitária (MAGALHÃES, 2021).  

Dessa forma, a atividade tripanocida da substância pode ser avaliada através 

dos resultados satisfatórios oriundos dos ensaios realizados sobre as formas de vida do 

parasito. Sobretudo, se tratando dos ensaios sobre tripomastigota, forma não replicativa, 

além de apresentar-se moderadamente tóxico para as células LLC-MK2. 

As avaliações análogas a apoptose e necrose, bem como de morte dos parasitos, 

foram realizadas através de citometria de fluxo após marcação com 7-AAD e Anexina 

V. As concentrações analisadas promoveram marcação única que evidenciaram uma 

lesão de membrana semelhante à que acontece na necrose, o que compromete a 

recuperação dos parasitos, podendo ocasionar a perda de integridade de membrana e ao 

dano de organelas (MENNA-BARRETO, 2019).  

Além disso, foi possível evidenciar o estresse oxidativo pela produção de ERO 

e diminuição do potencial mitocondrial. Desse modo, o efeito tripanocida dessas 

moléculas aparentemente não parece ser mediado por reações nucleofílicas, mas sim 

através da interferência em vias metabólicas do parasito. Lopes e colaboradores (2019) 

evidenciaram que estruturas semelhantes a chalconas, derivados do ácido p-cumárico, 

também provocaram dano de membrana e processo sugestivo de necrose em T. cruzi.  

Apesar da escassez de estudos nesta vertente, alguns resultados demonstram que este 

mecanismo pode estar associado ao efeito destas moléculas em células cancerígenas 

(DOS SANTOS et al., 2019).  

A evidência de estresse oxidativo a partir dos ensaios de citometria de fluxo 

nos direciona para a existência de vias alternativas de metabolização da substância. Por 

isso, foram realizadas simulações de docking molecular para analisar as interações entre 

HTMCX-tripanotiona redutase (TR) e, também, HTMCX-cruzaína (Cr) de T. cruzi. 

Estas enzimas são consideradas alvos promissores para o desenvolvimento de novos 

medicamentos tripanocidas, uma vez que está envolvida na sobrevivência do hospedeiro 

e em vias metabólicas essenciais ao longo do seu ciclo de vida (KHAN, 2007; 

MCGRATH et al., 1995).  

Embora não tão expressiva, quando comparada as interações HTMCX-TR, os 

resultados da interação HTMCX-Cr apresentaram-se dentro do parâmetro de idealidade 

(<2.0Å), interagindo com os resíduos Ala-138A, Trp-184, His-162. Apenas esta úlima 
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sendo de intensidade forte. A substância apresentou afinidade com TR considerável, 

interagindo com os resíduos Ala-13, Ala-160, Ser-47, Gly-14, Gly-16, Ser-15 e Thr-52. 

Todas essas interações foram fortes e sugerem uma conformação ligante-proteína 

estável.  

A porção hidrofóbica da enzima, formada por Phe-396, Pro-398, Leu-399, Cys-

469, Ser-470, Met-471 e Arg-472, atribui elevada seletividade para a enzima parasitária, 

quando comparada à isoforma humana, com uma melhor interação com o substrato 

[T(S)2] (DA PAIXÃO; PITA, 2019; MAGALHÃES, 2021). Embora a interação não 

esteja totalmente localizada no sítio catalítico, foi demonstrado que o substrato [T(S)2] 

liga-se ao resíduo Ser-15 através da ligação de hidrogênio durante o mecanismo 

enzimático (BOND et al., 1999), o que indica que a substância pode potencialmente 

interferir na estabilização do substrato natural para TR. 

Nesse contexto, derivados de Diaspyros crassiflora demonstraram, através do 

docking, interações inibitórias com TR de T. cruzi, designando atividade promissora 

para a terapia antichagásica (ULIASSI et al., 2017). O derivado da plumbagina, 5-

hidróxi-2-metil-1,4,-naftoquinona, também apresentou inibição de TR no gênero 

Leishmania sp., este achado está associado com inchaço mitocondrial, aumento da 

produção de ERO e morte celular (AWASTHI et al., 2016). 

O comprometimento da TR relaciona-se aos resultados de citometria de fluxo, 

especialmente, no que diz respeito à análise do estresse oxidativo. Como a TR é a 

principal enzima responsável pela eliminação de ERO no T. cruzi, uma inibição 

potencial pode levar a um efeito tripanocida eficiente. Além disso, a TR não está 

presente em hospedeiros mamíferos, o que pode ser explorado como um mecanismo 

específico para drogas tripanocidas. 

Todavia, poucos são os estudos relacionando as acetofenonas com a inibição 

de sistemas redox do T. cruzi. Dessa maneira, os achados do presente estudo, sobretudo, 

na morte celular e na função mitocondrial e do parasito reforçam a importância do 

delineamento molecular destas substância utilizando alvos proteícos do parasito para o 

desenvolvimento de alternativas terapêuticas para doenças negligenciadas, em especial, 

para a doença de Chagas.  

Holanda (2019), em um ensaio com zebrafish e tratamento com a HTMCX, 

demonstrou a capacidade desta em inibir a satisfatoriamente colinesterase, no entanto, 
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esta não apresentou atividade antioxidante tão eficaz em comparação com outros 

resultados obtidos na literatura para outras susbstãncias da mesma classe. Entretanto, é 

necessária a realização de mais testes, utilizando outros métodos de avaliação 

antioxidante, para comprovar a ação antioxidante positiva ou negativa da acetofenona 

HTMCX. 

Dentre alguns fatores que possam limitar a sua aplicabilidade estão as 

características já descritas para hidroxiacetofenonas: baixa biodisponibilidade e 

solubilidade reduzida (ADKI; KULKARNI, 2020). Sendo assim, o desenvolvimento e 

a utilização de sistemas alternativos de produção de medicamentos poderá ser 

empregado a fim de melhorar a eficácia e disponibilidade da substância. 

Por fim, pode-se inferir que a HTMCX apresentou potencial atividade 

tripanocida, através de mecanismos de ação ainda não esclarecidos, mas que nos levam 

a pressupor que seja através de vias metabólicas, por meio do estresse oxidativo e dano 

de membrana observados. Estes acontecimentos podem estar ligados a importantes 

enzimas (Cr e TR) que são fundamentais para a manutenção da sobrevivência do 

parasito e da infectividade. Os resultados promissores expressam a necessidade da 

continuidade de estudos desta molécula, com a finalidade do desenvolvimento de novas 

opções terapêuticas para o tratamento da DC. 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Portanto, os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade, revelam que a  

HTMCX apresenta considerável efeito tripanocida. Além disso, devido a sua maior 

seletividade contra os amastigotas, através da redução do percentual de células 

infectadas e do número dessas formas intracelulares, indicam uma eventual 

potencialidade da substância para aplicação em modelos crônicos de DC.  

A substância também foi capaz de provocar um considerável dano de 

membrana ao parasito com ocorrência de estresse oxidativo, evidenciados através do 

da produção de ERO e diminuição do potencial transmembrânico mitocondrial, bem 

como a interferência na atividade da TR. De modo geral, o presente estudo ressalta a 

importância da acetofenona como potencial molécula farmacológica no contexto da 

terapia antichagásica, tendo em vista os seus resultados promissores. Além de reforçar 

a continuidade da realização de novos desenhos experimentais tripanocidas.
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APÊNDICE A -  Dados de RMN 1H e 13C da HTMCX em CDCl3. 

C dC (ppm) dH (ppm) 

1 106,36 - 

2 158,56 - 

3 130,51 - 

4 159,18 - 

5 86,53 5,88 (s) 

6 158,84 - 

7 203,85 - 

8 33,23 2,52 (s) 

OH - 13,74 (s) 

MeO 60,75 3,85 (s) 

MeO 56,03 3,81 (s) 

MeO 55,67 3,72 (s) 

 

Legenda: Os deslocamentos químicos em δC e δH estão em ppm. 

Fonte: Laboratório de Química de Produtos Naturais - UVA. 
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APÊNDICE B - Espectro de RMN 1H (CDCl3, 500 MHz) da HTMCX. 

 

Fonte: Laboratório de Química de Produtos Naturais - UVA. 
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APÊNDICE C - Espectro de RMN 13C (CDCl3, 125 MHz) da HTMCX. 

 

Fonte: Laboratório de Química de Produtos Naturais - UVA. 

 


