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RESUMO 

 

TRINDADE, Joana D’Arc da Silva. Estudos no reposicionamento do fármaco 

nimesulida para o tratamento da doença de Chagas: preparação de derivados, 

avaliação da atividade tripanocida e investigações sobre prováveis mecanismos de 

ação. 2019. 179 p. Tese. (Tese em Química). Instituto de Química, Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019. 

 

 

O tratamento da doença de Chagas é feito apenas por dois medicamentos, o nifurtimox (1) e 

o benznidazol (2). Contudo, além destes fármacos não serem eficazes em todas as fases da 

infecção, apresentam severos efeitos colaterais, o que justifica a busca de novas alternativas 

para o tratamento desta grave enfermidade. Dados da literatura descrevem a interferência 

de fármacos anti-inflamatórios não-esteroidais no processo de infecção por tripomastigotas 

de Trypanosoma cruzi, sobre células de mamíferos. O mecanismo de ação destes fármacos 

ocorre sobre as isoformas da enzima ciclo-oxigenase, importantes para o estabelecimento 

da infecção do parasito. Adicionalmente, são bem conhecidos os efeitos tóxicos de 

compostos nitro-aromáticos, sendo o T. cruzi bastante afetado pela ação dessas moléculas 

em seu equilíbrio redox. De posse destas informações, propusemos neste trabalho a 

investigação da atividade tripanocida do fármaco nimesulida (3), anti-inflamatório não-

esteroidal, que possui em sua estrutura o grupamento toxicofórico nitro-aromático. A 

abordagem de reposicionamento de fármacos, como a que apresentamos aqui visando à 

possível atividade tripanocida da nimesulida (3), é um recurso importante na descoberta de 

fármacos aplicáveis ao tratamento de doenças negligenciadas. Outra estratégia, 

desenvolvida em paralelo, envolveu o emprego da hibridação molecular na preparação de 

dois derivados da nimesulida (3) com a amida natural piperina (5). Os resultados obtidos 

nas avaliações biológicas realizadas evidenciaram a atividade antiparasitária da nimesulida 

(3) sobre as diferentes formas evolutivas do parasito. Além disso, dos dois híbridos 

moleculares construídos, o híbrido H1, no qual foi preservada a porção nitro aromática, 

apresentou ação tripanocida, enquanto que o híbrido H2 perdeu significativamente a 

atividade com a retirada do grupo nitro de sua estrutura, o que permitiu apontar para o 

grupo nitro presente na nimesulida (3) e no híbrido H1 como porção farmacofórica para a 

atividade tripanocida estudada, validando as hipóteses deste estudo. Os resultados obtidos 

na avaliação das alterações ultra-estruturais em epimastigotas de T. cruzi tratados com 

nimesulida mostram a desorganização da estrutura das mitocôndrias, corroborando a 

possível interferência do fármaco no equilíbrio redox do parasito. 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, anti-inflamatórios não-esteroidas, nitro-aromáticos, 

fármacos antiparasitários, piperina, hibridação molecular. 
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ABSTRACT 

 

TRINDADE, Joana D’Arc da Silva. Studies in the repositioning of the drug nimesulide 

for the treatment of Chagas disease: synthesis of derivatives, evaluation of the 

tripanocidal activity and investigation on the probable mechanisms of action. 2019. 

179 p. Thesis. (Thesis in Chemistry). Instituto de Química, Universidade Federal Rural do 

Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019. 

 

 

Chagas disease is treated only by two drugs, nifurtimox (1) and benznidazole (2). However, 

in addition to these drugs not being effective in all stages of infection, they have severe side 

effects, which justifies the search for new alternatives for the treatment of this serious 

disease. Literature data describe the interference of non-steroidal anti-inflammatory drugs 

on Trypanosoma cruzi trypomastigote infection process on mammalian cells. The 

mechanism of action of these drugs occurs on the isoforms of the enzyme cyclooxygenase, 

important for the establishment of parasite infection. Additionally, the toxic effects of nitro-

aromatic compounds are well known, and T. cruzi is greatly affected by the action of these 

molecules in its redox equilibrium. With this information, we proposed in this work the 

investigation of the trypanocidal activity of the nimesulide (3), non-steroidal anti-

inflammatory drug, which has in its structure the nitro-aromatic toxicophoric group. The 

drug repositioning approach, as presented here aiming at the possible trypanocidal activity 

of nimesulide (3), is an important resource in the discovery of drugs applicable to the 

treatment of neglected diseases. Another strategy, developed in parallel, involved the use of 

molecular hybridization in the preparation of two nimesulide derivatives (3) withing the 

structure of natural amide piperine. The results obtained from the biological evaluations 

carried out indicated antiparasitic activity of nimesulide (3) on the different evolutionary 

forms of the parasite. In addition, of the two molecular hybrids constructed, the hybrid H1, 

in which the aromatic nitro portion was preserved, presented trypanocidal action, while the 

hybrid H2 significantly lost activity with the removal of the nitro group from its structure. 

This set of results allowed us to point to the nitro portion present both in the structures of 

nimesulide (3) and its hybrid H1 as pharmacophoric group for the trypanocidal activity 

validating the hypothesis of this study. The results obtained in the evaluation of 

ultrastructural changes in T. cruzi epimastigotes treated with nimesulide show the 

disorganization of the mitochondrial structure, corroborating the possible interference of 

the drug on the redox equilibrium of the parasite. 

 

Key words: Trypanosoma cruzi, non-steroidal antiinflanmatory drugs, nitroaromatics, 

antiparasitic drugs, piperine, molecular hybridization. 
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O acometimento de humanos pela doença de Chagas (DC) provavelmente é uma 

ocorrência bem antiga, pois o DNA de T. cruzi foi detectado em tecidos de múmias 

humanas em países andinos pré-colombianos, datadas de cerca de 9000 anos atrás 

(AUFDERHEIDEA et al., 2004). A doença foi descoberta somente em 1909, pelo cientista 

brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (CHAGAS, 1909). Em sua homenagem, a 

doença recebeu seu nome e 14 de abril foi escolhido como o Dia Mundial de Combate à 

doença de Chagas, por ter sido neste dia que o pesquisador comunicou a sua descoberta à 

comunidade científica da época
1
. Carlos Chagas descobriu o protozoário hemoflagelado 

causador da doença no Estado de Minas Gerais (Brasil) e o denominou inicialmente de 

SchizoTripanum cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz, cientista brasileiro, com quem 

trabalhou junto em Manguinhos, futuro Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, Brasil. 

Posteriormente, o micro-organismo foi renomeado como Trypanosoma cruzi (LEWINSON, 

1981). Não obstante, após mais de século de sua descoberta, a enfermidade ainda é 

considerada um problema de saúde pública, principalmente na América Latina. O Estado de 

Minas Gerais continua sendo endêmico tendo sido, paradoxalmente, o local onde foi 

descoberta a DC. 

A doença é uma antropozoonose e integra a lista das doenças negligenciadas
2
 da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (Ministério da Saúde, 2010
3
; HOTEZ, 2007). A DC 

é considerada uma das enfermidades humanas mais relacionadas com o 

subdesenvolvimento e a pobreza, o que torna crítica a situação de milhões de pacientes 

chagásicos (MOTA et al., 2006), sendo que menos de 1% dos portadores da doença tem 

acesso ao tratamento
4
. No início dos anos 2000, cerca de 8 milhões de pessoas estavam 

infectadas, a maioria distribuída em mais de 21 países da América Latina, sendo 1,9 milhão 

delas no Brasil, as quais 20 a 30% destas com possibilidade de desenvolver a doença de 

forma potencialmente letal (BERN et al. 2011; OPAS, 2004). De acordo com últimos 

registros e estimativas, aproximadamente 10 milhões de pessoas estão infectadas com o 

protozoário em todo o mundo (WHO, 2011). Apesar do controle da transmissão vetorial em 

algumas regiões, existe ainda um contingente de pessoas infectadas, cientes ou não, que 

precisam de atendimento nos serviços de saúde (ARAÚJO et al., 2000; ARAÚJO et al., 

2002). Calculam-se aproximadamente 12 mil mortes anuais em decorrência da doença de 

Chagas
5
 

O conhecimento atual da bioquímica do Trypanosoma cruzi (T. cruzi) tem 

contribuído para o entendimento do modo de ação dos possíveis fármacos, pela 

identificação de seus alvos moleculares (SUETH-SANTIAGO, 2017; MAYA et al., 2007). 

Assim, aspectos como identificação de componentes estruturais e funcionais envolvidos na 

interação parasito-hospedeiro, compreensão das características biológicas das diferentes 

famílias do parasito e sequenciamento do genoma completo do protozoário, contribuíram 

para o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos (EL-SAYED et al., 2005) e para o 

                                                             
1
 Fonte: http://www.lafepe.pe.gov.br/. Acesso em 09-07-2019. 

2
 Vide a lista das doenças negligenciadas nos Anexos. Fonte: 

https://www.who.int/neglected_diseases/diseases/summary/en/. Acesso em 13-07-2019. 
3
 BRASIL, Ministério da Saúde. Notícias. Disponível em http://www.saude.gov.br. Acessado em 02-06-2019. 

4
 Fonte: https://www.dndi.org. Acesso em 09-07-2019. (DNDi, do inglês “Drugs for Negleted Diseases 

initiative”).  
5 Informação disponível em Annual reports 2017: https://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/. Acesso em 16-07-2019. 

 

http://www.lafepe.pe.gov.br/
https://www.who.int/neglected_diseases/diseases/summary/en/
https://www.dndi.org/
https://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/
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estudo e desenvolvimento de marcadores genéticos de resistência do T. cruzi às substâncias 

(WHO-Expert Committee on the Control of Chagas Disease, 2002). Várias pesquisas vêm 

sendo realizadas com o objetivo de se obter um fármaco eficaz para o tratamento da doença 

de Chagas. A triagem de diversas substâncias de origem natural, sintética ou semissintética, 

revelou que as mesmas apresentaram atividade, mas ainda existe um longo caminho até que 

seus efeitos farmacológicos sejam comprovados por meio de testes clínicos (Maya et al., 

2007). Por isso, a Organização Mundial de Saúde afirma que a pesquisa e o 

desenvolvimento de novas moléculas ativas destinadas ao tratamento da doença de Chagas 

são extremamente necessários (WHO, 2012; WHO, 2002). 

 

1.1 A transmissão da doença de Chagas  

 

Os hábitos alimentares diversificados dos insetos vetores e o conjunto de 

hospedeiros vertebrados presentes numa determinada área geográfica definem dois tipos de 

transmissão vetorial do T. cruzi: o ciclo silvestre e o ciclo doméstico. A transmissão no 

ciclo silvestre envolve a interação entre triatomíneos e reservatórios de mamíferos, 

incluindo marsupiais, roedores, tatus e primatas. Já no ciclo doméstico, resulta do contato 

entre humanos e vetores, devido à colonização de ambientes domésticos e peridomésticos 

por insetos que utilizam pequenos mamíferos como fonte de alimento. Na transmissão 

vetorial, parece existir uma associação entre as diferentes linhagens de T. cruzi e as 

manifestações clínicas da DC, uma vez que as manifestações clínicas detectadas em 

pacientes chagásicos, em geral, refletem a principal linhagem circulante nos ciclos de 

transmissão doméstica, em uma dada região. Já em surtos de transmissão oral, é comum a 

prevalência de linhagens silvestres. (ZINGALES, 2018). 

A infecção pelo T. cruzi, é um problema endêmico nas Américas do Sul e Central 

(UCHIYAMA, 2009) e devido a sua larga ocorrência já foi considerada de forte 

semelhança à pandemia de HIV/AIDS (Human Immunodeficiency Vírus/Acquired Immune 

Deficiency Syndrome) (HOTEZ et al., 2012). Trabalhos recentes mostram também o 

avanço desta infecção fora das regiões endêmicas como, por exemplo, no sudoeste dos 

Estados Unidos. Neste país, foram encontradas diferentes espécies de insetos infectados 

pelo T. cruzi, configurando a doença de Chagas como uma doença potencialmente 

emergente no continente Norte-Americano (KLOTZ, 2014). Devido às correntes de ar em 

dias mais quentes, os insetos hematófagos podem chegar a estes locais atraídos pela luz, 

abrigando-se nas casas. Quando se alimentam de sangue humano, ou de sangue de animais 

de estimação, são capazes de causar anafilaxia local ou de transmitir a doença de Chagas. 

Os insetos infectados foram encontrados em casas das regiões de San Diego, Califórnia, 

Phoenix e Tucson, no Arizona. (KLOTZ, 2014). Com efeito, nos últimos 20 anos vêm 

aumentando os casos de infecção crônica pelo T. cruzi, nos EUA. Estima-se um contingente 

de 23 milhões de imigrantes oriundos de países endêmicos, o que pode ter contribuído 

também para o aumento de casos, com mais de 300 mil pessoas infectadas vivendo nos 

EUA, na última década (BERN e MONTGOMERY, 2009). Os fatos apontam para uma 

dispersão da doença para além dos locais onde ocorre mais comumente, ou seja, na 

América do Sul e na América Central, reforçando a necessidade da busca contínua e 

desenvolvimento de novos fármacos que sejam mais eficazes contra a doença. 

O Brasil recebeu, em 2006, a Certificação Internacional de Eliminação da 

Transmissão da Doença de Chagas pelo Triatoma infestans, conferida pela Organização 
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Pan-Americana da Saúde (BRASIL, 2006). No entanto, essa certificação não significa 

controle efetivo da doença em território brasileiro, mas a interrupção momentânea da sua 

transmissão, especificamente pelo triatomíneo da espécie T. infestans. Para que seja 

mantida, são necessárias ações de controle e vigilância permanentes (CARTA, 2006). 

Porém, existem outras espécies de triatomíneos vetores da doença, principalmente na região 

Nordeste, o que implica risco de domiciliação de espécies secundárias como T. brasiliensis, 

T. pseudomaculata e T. sordida, cujo habitat preferido é o peridomicílio (DIAS, 2002). Na 

Tabela 1 são elencadas algumas estratégias de vigilância epidemiológica na doença de 

Chagas.  

 
Tabela 1. Principais situações e respectivas vigilâncias epidemiológicas na doença de Chagas. 

 

Problema Situação geográfica 

prevalente 

Estratégia de segurança 

Transmissão vetorial Área rural Detecção e eliminação de 

foco/melhoramento da 

vivenda e 

peridomicílio/campanhas 

Transmissão transfusional Área urbana Sorologia de 

doadores/controle de 

procedimentos 

Transmissão congênita Áreas urbana e rural Diagnóstico precoce de 

gestantes e neonatos 

Caso agudo eventual Áreas urbana e rural Diagnóstico 

precoce/tratamento específico 

Caso crônico Áreas urbana e rural Atenção médica 

periódica/atenção 

previdenciária 

Fonte: Adaptado de DIAS, 2002. 

 

Observa-se na Tabela 1 que, além da transmissão vetorial, a doença de Chagas pode 

ser transmitida também por via transfusional de doador infectado; por transmissão vertical 

de mãe para filho e ainda por transplante de órgão de doador infectado pelo T. cruzi, 

particularmente coração e rim (BRENER e ANDRADE, 2000). De acordo com DIAS 

(2000), a transmissão ocorre 80 a 90% pelo vetor, 5 a 20% por transfusão de sangue e 0,5 a 

8% por via congênita. Pode ocorrer ainda de forma acidental por manipulação em 

laboratórios. No entanto, nesta última década, essa fatia de distribuição porcentual das 

formas de transmissão da doença vem sendo alterada, por um lado, pelo maior controle 

vetorial nos peridomicílios e por outro, pela maior incidência de casos ocorridos por 

ingestão de alimentos contaminados
6
 Com relação a esta última forma de contaminação, há 

relatos de infecção por T.cruzi no Brasil por meio da ingestão de frutos in natura ocorrido 

                                                             
6
 Informação disponível em: 

http://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2016/04/ingestao-de-caldo-de-cana-e-relatada-em-surto-

de-doenca-de-chagas-no-rn.html. Acesso em 07-06-2019. Acesso em 09-07-2019. 

 

http://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2016/04/ingestao-de-caldo-de-cana-e-relatada-em-surto-de-doenca-de-chagas-no-rn.html
http://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2016/04/ingestao-de-caldo-de-cana-e-relatada-em-surto-de-doenca-de-chagas-no-rn.html
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em Santa Catarina, devido à ingestão de caldo-de-cana que havia sido triturado com fezes 

do inseto, provocando a morte de 5 pessoas em 2005. Outros casos parecidos já foram 

relatados em 2007 e 2010. Na cidade de Belém, foram confirmados 39 casos com 2 mortes, 

em 2011, causados por ingestão de açaí
7
. Constatou-se que os frutos eram manipulados sem 

higiene, o que favoreceu a contaminação do produto com fezes do barbeiro infectado. Em 

2015, a Secretaria de Saúde do Estado do Rio Grande do Norte registrou alguns casos em 4 

cidades por ingestão de caldo-de-cana, causando um surto da doença nas cidades de 

Tenente Ananias, Marcelino Vieira, Alexandria e Pilões
8
. Mais recentemente, em maio de 

2019, um grande surto de DC aguda ocorreu no município de Ibimirim, sertão de 

Pernambuco, onde de um total de 77 pessoas, participantes de um evento religioso, 27 

foram diagnosticadas com DC, devido à ingestão de alimentos contaminados 
9
. Os fatos 

noticiados alertam para o risco desta importante via de infecção também. 

 

1.2 Fases clínicas da doença 

 

A doença de Chagas possui um curso clínico bifásico. Entre as duas fases clínicas, 

pode haver longos períodos (10 a 30 anos) numa “fase silenciosa” da doença (COURA e 

BORGES-PEREIRA, 2011). A primeira é a fase aguda que ocorre em um período de 

incubação de 1 a 2 semanas após a infecção. Devido à baixa carga parasitária nesta fase da 

doença, a infecção costuma ser assintomática podendo apresentar alguns sintomas 

inespecíficos, como febre e mal-estar. No entanto, há presença de T. cruzi na corrente 

sanguínea, possível de ser detectada microscopicamente. A entrada do parasito através da 

pele produz um chagoma (área de eritema e inchaço), enquanto a entrada através das 

membranas das mucosas oculares produz o sinal de Romaña, clássico da doença na fase 

aguda, que consiste num edema lateral da pálpebra e tecidos perioculares (RASSI et al., 

2012). Em geral, o sistema imunológico dos indivíduos infectados controla a replicação do 

parasito, e os sintomas se resolvem espontaneamente, levando ao desaparecimento da 

parasitemia em 4 a 8 semanas (RASSI et al., 2010). Não obstante, a falta de tratamento 

pode levar ao óbito, sendo em sua maioria provocado por insuficiência cardíaca (BERN, 

2015). Complicações neurológicas nesta fase não são comuns, mas há casos de 

meningoencefalite em crianças menores de 2 anos, com o surgimento de graves processos 

inflamatórios no cérebro (RASSI et al., 2012).  

A segunda é a fase crônica, iniciada de 2 a 3 meses após a infecção, descrita por 

CHAGAS (1916) como “forma crônica indeterminada”. Este conceito foi validado por um 

grupo de experts durante o Applied Research Meeting on Chagas disease, realizado no 

Estado de Minas Gerais, Brasil (Anônimo, 1985). Nesta fase, as manifestações clínicas (se 

presentes) da doença aguda terão desaparecido em praticamente todos os indivíduos 

                                                             
7
 Informação disponível em: 

http://g1.globo.com/brasil/noticia/2011/10/belem-fecha-pontos-de-venda-de-acai-por-risco-da-doenca-de-

chagas.html. Acesso em 09-07-2019. 

 
8
 Informação disponível em: http://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2016/04/ingestao-de-caldo-

de-cana-e-relatada-em-surto-de-doenca-de-chagas-no-rn.html. Acesso em 09-07-2019. 

 
9
 Informação disponível em: https://g1.globo.com/pe/pernambuco/noticia/2019/06/04/sobe-para-27-numero-

de-pacientes-em-tratamento-devido-a-surto-agudo-de-doenca-de-chagas.ghtml. Acesso em 09-07-2019. 

http://g1.globo.com/brasil/noticia/2011/10/belem-fecha-pontos-de-venda-de-acai-por-risco-da-doenca-de-chagas.html
http://g1.globo.com/brasil/noticia/2011/10/belem-fecha-pontos-de-venda-de-acai-por-risco-da-doenca-de-chagas.html
http://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2016/04/ingestao-de-caldo-de-cana-e-relatada-em-surto-de-doenca-de-chagas-no-rn.html
http://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2016/04/ingestao-de-caldo-de-cana-e-relatada-em-surto-de-doenca-de-chagas-no-rn.html
https://g1.globo.com/pe/pernambuco/noticia/2019/06/04/sobe-para-27-numero-de-pacientes-em-tratamento-devido-a-surto-agudo-de-doenca-de-chagas.ghtml
https://g1.globo.com/pe/pernambuco/noticia/2019/06/04/sobe-para-27-numero-de-pacientes-em-tratamento-devido-a-surto-agudo-de-doenca-de-chagas.ghtml
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infectados, ainda que a infecção não tenha sido tratada com os fármacos tripanocidas 

(RASSI et al., 2010). Os pacientes cronicamente infectados apresentam sorologia positiva 

para T. cruzi e costumam desenvolver cardiomiopatia progressiva e/ou distúrbios de 

motilidade do esôfago e cólon (BERN, 2015). As alterações motoras podem causar a 

hipertrofia das camadas musculares, resultando na dilatação dos órgãos comprometidos, 

caracterizando megaesôfago e megacólon, típicos da forma crônica (COURA, 2007). Há 

ainda a possibilidade de ocorrer reativação da DC em pacientes crônicos, quando tornam-se 

imunocomprometidos (por exemplo, pela coinfecção com HIV ou pelo uso de fármacos 

imunossupressores). A reativação da doença de Chagas, caracterizada pela recorrência de 

sintomas agudos e elevada parasitemia em pacientes crônicos, pode ocorrer como resultado 

da incapacidade do hospedeiro em controlar a infecção causada pelo T. cruzi (PEREZ et 

al., 2015). As manifestações mais comuns de reativação em pacientes com AIDS são a 

meningoencefalite e lesões no sistema nervoso central e, em pacientes transplantados, são a 

febre, miocardite e lesões cutâneas (RASSI et al., 2012).  

 

1.3 Impactos globais da doença de Chagas 

 

A Organização Mundial da Saúde vem empregando uma abordagem que 

correlaciona a capacidade produtiva de uma dada população com as suas condições sócio-

econômicas (OMS, 2015). Uma vez que a doença de Chagas pode causar danos sérios a 

órgãos vitais para o homem, a consequência direta é o comprometimento da capacidade 

laboral do indivíduo. Através de um parâmetro denominado DALY (sigla correspondente à 

expressão Disability-Adjusted Life Year), a Organização associa o número de anos 

produtivos perdidos, por morte ou incapacitação, para determinada população em virtude 

de uma doença. De acordo com esse fator, um DALY corresponde a um ano perdido de vida 

saudável. Os DALYs para uma condição de saúde são calculados como a soma dos anos de 

vida perdidos, devido à mortalidade prematura em uma população, e os anos perdidos 

devido à incapacidade para pessoas que vivem com a deficiente condição de saúde. A 

métrica permite avaliar a carga global da doença e seu impacto nas condições sociais e 

econômicas do conjunto da população.  

O efeito das DTNs (Doenças Tropicais Negligenciadas) sobre a economia num país 

endêmico gera um ônus calculado pela somatória dos custos diretos com a doença, como 

prevenção e tratamento, mais os custos indiretos de tempo de trabalho produtivo perdido, 

em decorrência de morbidade ou mortalidade (CONTEH et al., 2010). Conforme dito 

anteriormente, a doença de Chagas apresenta incidência majoritária nas Américas e, 

conhecidamente, a América Latina é onde há prevalência da enfermidade (REITHINGER 

et al, 2011). Estimam-se nesta região, 752.000 dias de trabalho perdidos por mortes 

prematuras causadas pelo mal de Chagas. Além disso, são presumidos de US$1-2 bilhões 

por ano em produtividade perdida em sete países do extremo sul da América. O 

absenteísmo de trabalhadores brasileiros acometidos pela doença de Chagas representa uma 

perda estimada de US$5-6 milhões por ano (CONTEH et al., 2010). Paradoxalmente a DC, 

ao mesmo tempo em que é consequência, passa também a ser causa de pobreza, por 

diminuição de capacidade produtiva de sua população (HOTEZ et al., 2006), tornando mais 

complexa ainda a discussão sobre os aspectos sociais e econômicos envolvidos. A Tabela 2 

resume os valores calculados para o parâmetro, aplicados a algumas doenças 
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negligenciadas. Observa-se que o Continente Americano possui prevalência dos DALYs 

para a doença de Chagas. 

 
Tabela 2. Número de DALYs (x1000) por região, 2004. 

 

Doença tropical Mundo África Américas Ásia 

Doença de Chagas 430 0 426 0 

Esquitossomose 1707 1502 46 0 

Leishmaniose 1974 328 45 1264 

Hanseníase 194 25 16 118 

Ascaridíase 1851 915 60 404 

Filariose 5941 2263 10 3525 
Fonte: The global burden of disease: 2004 update. Geneva, World Health Organization (OMS, 2008). 

 

1.4 Trypanosoma cruzi, ciclo evolutivo e aspectos da infecção 

 

O ciclo biológico do parasito inclui três formas distintas, as quais costumam 

apresentar posicionamento característico do flagelo, cinetoplasto e núcleo. A tripomastigota 

é a forma infecciosa, com 20 µm de comprimento, cinetoplasto fusiforme e subterminal, 

encontrada no sangue de mamíferos e no intestino posterior de insetos triatomíneos. A 

epimastigota também possui 20 µm de comprimento, cinetoplasto anterior ao núcleo, é a 

forma multiplicativa no intestino do triatomíneo e predominante em culturas. Por isso, é a 

comumente utilizada em estudos bioquímicos. A amastigota possui forma arredondada, 

com cerca de 2 µm de diâmetro, sem flagelo emergente; é a forma replicativa no interior de 

células hospedeiras mamíferas as quais, ao sofrerem rompimento, liberam tripomastigotas 

na corrente sanguínea, capazes de invadir outras células. (PRATA, 2001; BRENER et al., 

2000). O T. cruzi pode ser cultivado em diversas culturas de células, como por exemplo, 

musculares, fibroblastos, macrófagos (FAÚNDEZ et al., 2005). 

O T. cruzi é um protozoário do Sarcomastigophora filo, Mastigophora subfilo, 

ordem Kinetoplastida e família Tripanosomatidae (Figura 1). Possui um flagelo e sua 

única mitocôndria contém o cinetoplasto, uma rede de DNA extranuclear que corresponde 

ao genoma mitocondrial do parasito, localizado próximo ao corpo basal do flagelado 

(RASSI et al.,2012). 
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Figura 1. Taxonomia do Trypanosoma cruzi. Organismos celulares eucarióticos contendo núcleo e 

organelas específicas; Protista, sem características de plantas e animais; Protozoários, a forma mais 

inferior de vida animal, unicelular; Sarcomastigophora, protozoário que se movimenta por flagelos; 

Mastigophora, utiliza flagelos para a motilidade; Zoomastigophora, flagelados semelhantes a 

animais; Kinetoplastida, ordem de protozoários caracterizada por possuir cinetoplasto (região rica 

em DNA dentro da mitocôndria da célula); Trypanosoma, nome derivado do grego Trypano (broca) 

e soma (corpo), devido ao seu movimento em forma de saca-rolhas; cruzi, espécie de Trypanosoma 

descoberta por Carlos Chagas, e assim denominada em homenagem a seu mentor científico, 

Oswaldo Cruz. Adaptado de RASSI et al., 2012. 

 

Dentre os tripanosomatídeos, o T. cruzi é um dos que apresenta o ciclo de vida mais 

complexo. Nas células hospedeiras, comporta-se como um patógeno intracelular que exibe 

vários mecanismos para manipular uma diversidade de processos de invasão da célula, 

normalmente com sucesso. O processo da infecção pelo T cruzi (Figura 2) é transmitido 

por mais de 100 espécies de insetos triatomíneos (Hemíptera: Reduviidae: Triatominae) a 

mais de 70 gêneros de células mamíferas hospedeiras (ZINGALES, 2018).  
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, agente causador da doença de Chagas, mostrando as 

formas celulares presentes em hospedeiros vertebrado e invertebrado. Adaptado de Centers for 

Disease Control and Prevention (http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html). 

 

Dentro da célula, a forma tripomastigota infecciosa está contida temporariamente 

em uma vesícula até escapar para o citossol, onde se diferencia na forma amastigota, 

replicando-se por divisão binária (DE SOUZA et al., 2010). O processo de replicação 

culmina, após vários ciclos seguidos, para uma nova fase de diferenciação, onde os 

parasitos voltam ao estágio de tripomastigota. A forma tripomastigota presente no sangue 

do hospedeiro infectado pode ser ingerida pelo inseto e levada até o seu aparelho digestivo. 

Ao chegar ao estômago, o tripomastigota diferencia-se nas formas epimastigotas e algumas 

são digeridas. As formas epimastigotas sobreviventes, quando alcançam o intestino, 

multiplicam-se por divisão binária, aderindo às membranas perimicrovilares excretadas 

pelas células do intestino. A etapa de adesão parece ser evento importante para o gatilho do 

processo de diferenciação da forma não-infectiva epimastigota para a forma infectiva 
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tripomastigota metacíclica (ALVES et al., 2007). Nas regiões posteriores do intestino e no 

reto do triatomíneo, as formas tripomastigotas desaderem do epitélio intestinal sendo 

liberadas com as fezes e urina do inseto vetor (DE SOUZA et al., 2010; GARCIA et al., 

2007; BRENER et al., 2000). 

Os mecanismos celulares e moleculares da infecção causada pelo T. cruzi às células 

hospedeiras são complexos e têm sido objeto de estudos há várias décadas, pois inúmeros 

fatores estão envolvidos, incluindo diversas moléculas, tanto do parasito quanto das células 

hospedeiras (ROMANO et al., 2012; DE SOUZA et al., 2010). Duas vias possíveis são 

assumidas como prováveis para o entendimento do processo da infecção. A via fagocítica 

sugere que macrófagos, responsáveis pela fagocitose, internalizam qualquer uma das 

formas evolutivas do parasito, onde formas epimastigotas passam a residir em vacúolos 

parasitóforos e podem ser destruídas, num processo não infectivo. Por sua vez, formas 

amastigotas e tripomastigotas fagocitadas conseguem escapar desses vacúolos e realizar a 

replicação, uma vez diferenciadas todas em amastigotas (COURA e CASTRO, 2011; LEY 

et al., 1988; MILDER e KLOETZEL, 1980). Já na via não fagocítica, a invasão dos 

parasitos pode ocorrer em qualquer tipo celular como músculos lisos e estriados, 

fibroblastos, epiteliais e neurônios (COURA e CASTRO, 2011), com mecanística menos 

simples. A infecção de mamíferos ocorre via inoculação direta das formas tripomastigotas 

metacíclicas na pele lesionada pelo inseto, durante o repasto sanguíneo, com 

reconhecimento de uma grande variedade de moléculas. Neste processo, estão envolvidas 

moléculas de glicoproteínas, como fibronectina, mucinas e trans-sialidases, que orquestram 

a adesão das membranas a receptores proteicos, chamados de integrinas, para posterior 

internalização do parasito na célula hospedeira (DE SOUZA et al., 2010). 

As mucinas são as glicoproteínas mais abundantes presentes no T. cruzi, 

(VILLALTA et al., 2009) e possuem sítios com alta prevalência de resíduos de serina e 

treonina, aminoácidos hidroxilados que podem formar O-glicosídeos com oligossacarídeos, 

tornando a mucina extremamente hidrofílica (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). A 

expressão de diversas mucinas com diferentes sítios ricos em serina e treonina tem como 

principais vantagens para o parasito, a otimização da interação entre as membranas do 

parasito e da célula hospedeira, e uma menor probabilidade de ativação de resposta imune 

pelo hospedeiro. Além disso, as mucinas de T. cruzi trabalham em conjunto com outra 

classe de macromoléculas, igualmente importantes para o processo de invasão celular, 

denominadas trans-sialidases (BUSCHIAZZO et al., 2012). Nas formas tripomastigotas, a 

trans-sialidase está ancorada como uma proteína não integral de membrana ao glicosil-

fosfatidil-inositol (AGUSTI et al., 1997). Estas enzimas têm a capacidade de realizar a 

sialização da mucina (GIORGI e LEDERKREMER, 2011), através da transferência de 

ácido siálico da membrana do hospedeiro para uma β–galactopiranose presente no sítio 

hidrofílico glicosilado da mucina do parasito. Uma vez que as formas tripomastigotas de T. 

cruzi são incapazes de sintetizar ácido siálico, usando um carboidrato da membrana do 

hospedeiro (que está envolvido em processos de reconhecimento celular entre suas próprias 

células), o parasito consegue realizar o processo invasivo não fagocítico, sem que haja 

ativação de resposta imunológica (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). 

Após adesão e reconhecimento, ocorrem os processos de sinalização celular 

consolidando a invasão do parasito na célula (DE SOUZA et al., 2010; SCHENKMAN et 

al., 1991). Nessa etapa, há a formação de um vacúolo parasitóforo, que pode fusionar com 

o lisossomo ou endossoma precoce (BURLEIGH & WOOLSEY, 2002). O pH ácido e as 
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enzimas secretadas pelo parasito promovem a formação de poros e, consequentemente, 

ocorre a lise da membrana do vacúolo, resultando na liberação do parasito no citoplasma da 

célula hospedeira. Durante esse processo, dá-se a diferenciação da forma tripomastigota em 

amastigota, que, após a lise do vacúolo parasitóforo, entra em contato com o citosol da 

célula hospedeira (DE SOUZA et al., 2010).  

As formas amastigotas passam então por ciclos de divisão binária no citoplasma da 

célula, ocorrendo na sequência a diferenciação das formas amastigotas em tripomastigotas 

sanguíneos, capazes de secretar enzimas que atuam no rompimento da membrana 

plasmática, permitindo a sua liberação para o ambiente extracelular. Entretanto, a lise da 

célula pode ocorrer antes da total diferenciação das formas amastigotas em tripomastigotas, 

gerando o aparecimento das duas formas evolutivas no meio extracelular. As formas 

tripomastigotas podem invadir novas células localmente ou alcançar a corrente sanguínea e 

infectar outros sítios (BRENER et al., 2000). Após a saída da célula hospedeira sob a forma 

de tripomastigota, o parasito não tem capacidade de sobreviver indefinidamente nos vasos 

sanguíneos (REY, 2011), pois eles não infectam hemácias e não são formas replicativas. 

Assim, se as formas tripomastigotas não forem ingeridas por um vetor, elas tendem a se 

disseminar, atravessando a barreira endotelial do sistema circulatório do hospedeiro 

vertebrado para infectar células de órgãos como coração, esôfago e cólon. O resultado é a 

geração de danos irreversíveis nestes órgãos, a longo prazo, com comprometimento da 

saúde e da produtividade dos indivíduos portadores da doença de Chagas (ZINGALES e 

COLLI, 1995) .O ciclo biológico do T. cruzi se completa quando as formas sanguíneas são 

ingeridas por um inseto vetor durante o repasto sanguíneo (BERN, 2015; RASSI et al., 

2012). Nas Figuras 3A, 3B e 4 estão representadas as estruturas das formas evolutivas do 

T. cruzi, em microscopia eletrônica de varredura. 
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Figura 3. Formas tripomastigota (A) e amastigota (B), em microscopia eletrônica de varredura. 

Observa-se o flagelo livre na forma tripomastigota. Na forma amastigota, o flagelo encontra-se 

internalizado na bolsa flagelar. Disponível em: chagas.fiocruz.br/organização-estrutural. Acesso em 

01-06-2019. 

A 

B 
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Figura 4. Imagem da forma evolutiva epimastigota, em microscopia eletrônica de varredura. Nota-

se o corpo celular alongado. A seta aponta a bolsa flagelar, região de saída do flagelo e as cabeças 

de seta apontam o flagelo livre. Disponível em: chagas.fiocruz.br/organização-estrutural. Acesso em 

01-06-2019. 

 

O T. cruzi apresenta ampla diversidade genética demonstrada por diferentes técnicas 

bioquímicas, formando um complexo heterogêneo de subpopulações (FERNANDES e 

CAMPBELL, 2000). A partir de 2009, foi aceita a proposta de uma nomenclatura 

intraespecífica para a heterogeneidade populacional de T. cruzi para seis linhagens 

genéticas denominadas unidades de tipagens discretas (DTUs, do inglês Discrete Typing 

Units): TcI-TcVI. Posteriormente, foi acrescentado um sétimo DTU restrito a morcegos, o 

Tcbat (ZINGALES, 2018 e MARCILI et al., 2009). O termo DTU foi proposto para 

descrever as diferentes tipagens geneticamente similares e identificadas por marcadores 

moleculares comuns. Baseado em estudos prévios, dividiu-se o T. cruzi em diferentes 

grupos de acordo com padrão de marcadores genéticos, bioquímicos, biológicos e 

moleculares (ZINGALES et al., 2009). Na Tabela 3, observam-se alguns exemplos de 

isolados de T. cruzi, chamados de cepas, utilizados em estudos de infecção experimental, 

com sua designação corrente. Nos últimos anos, o conhecimento da diversidade genética do 

T. cruzi progrediu bastante, mas ainda há incertezas quanto aos fatores que determinam a 

patogenicidade do parasito e o papel do hospedeiro nas manifestações da DC.  
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Tabela 3. Designação corrente de isolados (cepas) de Trypanosoma cruzi utilizados em estudos de 

infecção experimental. 

 

Y 

Tulahuen 

Colombiana 

Sylvio-X10 

Dm28c 

Peru 

21-SF 

Esmeraldo 

Berenice 

Adaptado de (FERNANDES e CAMPBELL, 2000). 

 

1.5 Quimioterapia da doença e suas limitações  

 

Centenas de cepas de T. cruzi foram isoladas de diferentes países e zonas 

geográficas, caracterizando diferenças importantes na resistência e suscetibilidade a 

fármacos, ou substâncias utilizadas, em experimentação em laboratórios ou em estudos pré-

clínicos (MORELLO et al., 1994). Nas últimas décadas, nota-se uma escassa alternativa 

terapêutica para o tratamento da doença de Chagas, com notória ausência de propostas 

inovadoras de quimioterápicos por parte da indústria farmacêutica. Tal fato é derivado 

certamente da baixa expectativa de lucro financeiro que o justifique, devido ao cenário de 

pobreza nas regiões endêmicas. Dessa forma, os únicos medicamentos disponíveis para o 

tratamento são dois heterociclos: o 5-nitrofurano nifurtimox (1) e o 2-nitroimidazol 

benznidazol (2, BZN) (TROCHINE et al., 2014), cujas estruturas químicas estão 

representadas na Figura 5.  
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Figura 5. Estruturas do Nifurtimox (1) e do Benznidazol (2). 

 
Esses fármacos têm passivos associados, incluindo falta de eficácia, gravidade dos 

efeitos colaterais, falta de praticidade para o uso em campo, entre outras limitações, as 

quais constituem obstáculos em termos de acesso a um tratamento eficaz para os pacientes. 

Sem dúvida, uma nova geração de medicamentos precisa ser mais eficaz e segura (Kaiser et 

al., 2015). A eficácia terapêutica do nifurtimox (1) e do benznidazol (2) é controversa na 

fase crônica. Ambos produzem bons resultados apenas no tratamento da fase aguda da 

infecção. Os fármacos são muito tóxicos, apresentam diversos efeitos colaterais, além de 
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algumas cepas do parasito já terem desenvolvido resistência aos mesmos (BASCARDIN et 

al., 2010). Cepas isoladas de diferentes regiões geográficas, vetores, hospedeiros e fases da 

doença apresentaram variedade na suscetibilidade ao benznidazol (2) (FILARD e 

BRENER, 1987). A resistência foi detectada em cepas isoladas de reservatórios e vetores 

silvestres sem contato anterior com o fármaco, sugerindo resistência natural ao mesmo. Tal 

diferença de perfis de sensibilidade ao quimioterápico pode explicar a variabilidade de 

resultados clínicos em pacientes em tratamento (ANDRADE, 1985). Além da resistência 

natural, há ainda estudos que apontam para o desenvolvimento da resistência adquirida em 

tratamento prolongado com o benznidazol (2) (MURTA et al., 2001). 

O nifurtimox (1) e o benznidazol (2) estão contidos em medicamentos com os 

nomes de Lampit® e Rochagan®, respectivamente. O Lampit® foi desenvolvido pela 

Bayer nos anos 60, recebendo a denominação Bay 2502, e demonstrou eficácia no 

tratamento de doenças parasitológicas (BOCK et al., 1969). O medicamento é utilizado na 

dose de 8-10 mg.Kg
-1

.dia
-1

, divididos em 2-3 doses por dia, por 60 dias (COURA, 2009). 

No entanto, teve a sua utilização descontinuada nos anos 80 em alguns países como Brasil, 

Argentina, Chile e Uruguai, devido a seus efeitos altamente nocivos (COURA e CASTRO, 

2002). Dentre esses efeitos, destacam-se polineuropatia, anorexia, perda de peso, alterações 

psíquicas, excitabilidade/sonolência, náuseas, vômitos, dentre outros distúrbios causados 

em 50 a 70% dos pacientes, o que compromete a tolerância do tratamento (LEPESHEVA, 

2013; COURA e CASTRO, 2011; PRATA et al., 1975). Ademais, estudos mostraram 

aumento de treze vezes nas aberrações cromossômicas em crianças que receberam 

nifurtimox (1) para o tratamento da DC, além de aumento na incidência de linfomas 

malignos em camundongos tratados com a substância, na dose de 80 mg por Kg de peso 

corporal por dia, durante 60 dias (GORLA et al., 1989). Outras contraindicações ao 

tratamento com o nitrofurano (1) são gravidez, insuficiência renal ou hepática e uso em 

pacientes com antecedentes psiquiátricos ou problemas neurológicos. (WHO, 2010).  

Já o BZN (2) foi desenvolvido e fabricado pela Roche, tendo sido comercializado 

até 2003, ano em que a empresa cedeu os direitos de comercialização e a tecnologia ao 

governo brasileiro
10

. Desde então, uma parceria estabelecida entre DNDi e LAFEPE 

(Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco), permitiu a produção da formulação 

pediátrica do fármaco. O LAFEPE é um dos três maiores laboratórios públicos no Brasil, 

com Certificação de Boas Práticas de Fabricação, fornecido pela agência reguladora 

Anvisa. A distribuição do medicamento é feita no Brasil através do Sistema Único de 

Saúde (SUS) e, em outros países endêmicos, através de órgãos humanitários
11

, como a 

Organização Pan-Americana de Saúde e os Médicos Sem Fronteiras. O benznidazol (2) 

apresenta efeitos nocivos similares ao nifurtimox (1) além de outros, incluindo o risco de 

genotoxicidade (BUSCHINI et al., 2009). O medicamento é utilizado na dose de tratamento 

de 5-10 mg Kg
-1

.dia
-1

, por 30-60 dias (PATTERSON e WYLLIE, 2014; COURA, 2009). 

Em geral, as limitações de uso são associadas ao surgimento de efeitos secundários severos, 

tanto na fase aguda quanto na fase crônica, etapa clínica longa e mais comum da doença, o 

que leva à descontinuidade terapêutica pelos pacientes (WILKINSON, 2011 e URBINA, 

2010 apud TROCHINE et al., 2014). 

                                                             
10

 Informação disponível em http://www.lafepe.pe.gov.br/institucional Acesso em 05-07-2019. 
11

 Informação disponível em http://www.lafepe.pe.gov.br/institucional. Acesso em 05-07-2019 

http://www.lafepe.pe.gov.br/institucional
http://www.lafepe.pe.gov.br/institucional
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A ineficácia de ambos os fármacos na fase crônica da doença leva a 

questionamentos que permanecem sem explicações conclusivas, tais como, porque o 

tratamento na fase crônica tem desfechos variáveis; porque as manifestações clínicas são 

distintas para diferentes regiões geográficas; ou quais são as razões para as falhas no 

tratamento (CHATELAIN, 2015). Sem dúvida, a diversidade genética do parasito assim 

como a do hospedeiro, devem ser considerados fatores importantes para a precariedade de 

respostas a essas perguntas (ZINGALES, 2018). Adicionalmente, de uma maneira formal, 

acredita-se que o T.cruzi multiplica-se por fissão binária, e devido à ampla diversidade 

genética do protozoário é possível que, a partir de sua replicação, novos clones evoluam, 

acumulando modificações discretas, com evidências que sugerem haver recombinação  

natural no parasito durante a sua evolução, o que torna ainda mais complexa a resposta ao 

conjunto de interrogativas (TIBAYRENC e AYALA, 2002).  

Estudos visando melhor eficácia de ambos os fármacos foram conduzidos na 

associação destes com diferentes moléculas (PEREZ-MAZLIAH et al., 2013; LÓPEZ-

MUÑOZ et al., 2010). Por exemplo, em parceria com DNDi, foram realizados vários 

estudos clínicos randomizados
12

 (estudos BENDITA, do inglês Benznidazole New Doses 

Improved Treatment and Associations). Em 2014-2016, pesquisadores avaliaram a eficácia 

de baixas doses e diferentes regimes (tempos curtos) da monoterapia com benznidazol (2) e 

sua associação medicamentosa com o fosravuconazol, antifúngico que mostrou atividade 

tripanocida (URBINA, 2003), em pacientes da Argentina e Bolívia (DNDi, 2017). Este 

estudo foi finalizado no primeiro semestre de 2019. Outro estudo estabeleceu a terapia 

combinada de benznidazol com alopurinol, fármaco utilizado no tratamento da 

hiperuricemia (PACHER et al., 2006), que resultou numa interação sinérgica, com redução 

da carga parasitária (MAZZETI et al., 2019). Outra estratégia empregada é o estudo 

chamado BENEFIT (do inglês Benznidazole Evaluation for Interrupting 

Tripanosomiasis), realizado para avaliar o efeito do benznidazol (2) em três mil pacientes, 

entre 18 a 75 anos, portadores de cardiomiopatia chagásica crônica, com benefícios de 

redução da carga parasitária em 66%. Porém não houve melhora do quadro clínico, após 

cinco anos de tratamento (MORILLO, 2015). Apesar dos esforços, observa-se enorme 

necessidade de busca por novos quimioterápicos e diferentes alvos moleculares a serem 

investigados, visando obter opções eficazes para o tratamento da doença de Chagas (DIAS 

et al., 2009). De acordo com UCHIYAMA (2009), a despeito de inúmeras pesquisas já 

realizadas, não existem substâncias inéditas em ensaios clínicos para o tratamento da 

doença. No entanto, a ampla gama de alvos terapêuticos estudados pode contribuir para a 

descoberta de compostos tripanocidas vindouros, assim como para a compreensão do 

mecanismo de ação de cada substância testada. Neste sentido, a proposta do presente estudo 

foi contribuir para a solução deste problema, avaliando o potencial do AINE
13

 (acrônimo de 

                                                             
12 Estudo clínico randomizado é uma ferramenta de estudos experimentais em seres humanos de alta evidência científica. Consiste na 

aplicação de intervenções clínicas nos grupos de pacientes de forma aleatória, ao invés de seleção por características da amostra ou 

preferência dos participantes. (SOUZA, 2009). 
13 Os anti-inflamatórios dividem-se em duas grandes classes, qual seja os anti-inflamatórios não esteroidais, que atuam na redução da 

síntese de prostaglandinas, através da inibição das enzimas ciclo-oxigenases. (São exemplos: ácido acetil salicílico, ibuprofeno, 

nimesulida). A outra classe é a dos anti-inflamatórios esteroidais, que são corticosteroides com efeitos mineralocorticoides, utilizados em 

doenças reumáticas graves, doenças inflamatórias intestinais, neoplasias, dentre outras. Tratamentos prolongados costumam provocar 

retenção de água e sal, hipertensão e perda de potássio. (São exemplos: betametasona, dexametasona, hidrocortisona). Informação 

disponível em Formulário Terapêutico Nacional. Ministério da Saúde, 2ª edição. 2010. Disponível em: 
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/formulario_terapeutico_nacional_2010.pdf. Acesso 17-07-2019. 

 

http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/formulario_terapeutico_nacional_2010.pdf
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Anti-Inflamatório Não Esteroidal) nimesulida (3) como uma possível alternativa para a 

terapêutica da doença de Chagas. 
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2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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A escolha do fármaco nimesulida para a realização deste estudo se baseou na 

consideração de alguns fatores, que apresentaremos rapidamente a seguir, e que serão 

abordados em maior profundidade na discussão dos resultados obtidos neste trabalho. 

Observa-se que a nimesulida (representado na Figura 6) possui em sua estrutura uma 

porção nitroaromática (Ar-NO2). Diversos compostos contendo grupamento nitro possuem 

um amplo rol de atividades biológicas, incluindo ação antiparasitária (RAETHER e 

HANEL, 2003). Cabe ressaltar que os dois fármacos utilizados no tratamento da DC 

possuem um grupamento nitro que está ligado a anéis aromáticos heterocíclicos, e que este 

atributo estrutural está intimamente ligado aos seus respectivos mecanismos de ação. Um 

seguinte aspecto considerado por nós na escolha da nimesulida para a realização deste 

estudo foi a informação, disponível na literatura, de que outros AINE’s são capazes de 

modular a infecção por T. cruzi (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Esta modulação ocorre 

através da inibição do complexo enzimático ciclo-oxigenase, vital para o parasito. A 

utilização de um anti-inflamatório capaz de matar o parasito, além de inibir o processo de 

infecção de células hospedeiras pela inibição da produção de PGE2, é vantajosa no 

tratamento dos danos inflamatórios causados durante o curso da doença (BONNEY e 

ENGMAN, 2008). Por último, a possibilidade da nimesulida possuir ação antiparasitária 

alinha-se com uma das estratégias contemporâneas de maior potencialidade para o 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas para o tratamento de doenças 

parasitárias negligenciadas, que é o reposicionamento de fármacos (SBARAGLINI et al., 

2016). 

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho consistiu na identificação da 

provável atividade tóxica sobre o protozoário Trypanosoma cruzi do fármaco anti-

inflamatória nimesulida (3, Figura 6). Foram planejadas avaliações in vitro da nimesulida 

(3) frente às diferentes formas evolutivas do protozoário (epimastigotas, amastigotas e 

tripomastigotas). Com o intuito de obtermos dados sobre a seletividade da atividade 

antiparasitária, planejamos ainda a avaliação do AINE frente a diferentes tipos celulares 

(macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, linfócitos oriundos do baço do animal, 

além de célula de linhagem, a LLCMK2). A fim de avaliar a potencial contribuição da 

porção nitroaromática na nimesulida (3) em sua possível atividade anti-T.cruzi, propusemos 

a redução quimiosseletiva do grupamento nitro presente na estrutura do fármaco, podendo 

gerar a anilina correspondente (4, Figura 7). Este derivado foi testado frente a formas 

epimastigotas do T. cruzi, nas mesmas condições que seu precurssor (3). Assim obtivemos 

informações preliminares sobre a importância do grupo nitro-aromático, que como já dito 

anteriormente, tem potencial toxifórico frente ao T. cruzi e cuja presença na estrutura do 

fármaco foi estratégica na escolha da nimesulida para realização deste estudo. 

Adicionalmente à pesquisa com o fármaco nimesulida, outro objetivo deste trabalho 

foi planejar dois compostos inéditos, através da estratégia de modificação estrutural 

denominada hibridação molecular (SAADEH et al., 2009), unindo subunidades estruturais 

da piperina (5, Figura 7) e do fármaco nimesulida. A piperina, amida natural isolada de 

Piper nigrum, teve sua atividade tripanocida evidenciada em trabalhos anteriores de nosso 

grupo (FREIRE-DE-LIMA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2004). Os novos derivados 

híbridos planejados foram sintetizados e submetidos aos mesmos testes in vitro que a 

nimesulida, com o intuito de se identificar possíveis incrementos na ação antiparasitária dos 

híbridos gerados, em relação aos seus precursores.  
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Visando facilitar a leitura e o entendimento das etapas deste trabalho, optou-se em 

dividir este estudo em dois capítulos, conforme descrito abaixo. 

O Capítulo I contém a extração da molécula de nimesulida (3) a partir de 

comprimidos do fármaco adquirido no comércio para emprego nas análises, assim como 

sua caracterização. Contém ainda a síntese de seu derivado quimiosseletivamente reduzido 

(4), com os respectivos testes de atividade frente ao Trypanosoma cruzi. Análises de 

citometria de fluxo e de microscopia eletrônica de transmissão foram incluídas, objetivando 

inferir a via provável de morte celular induzida e as alterações ultraestruturais decorrentes 

do tratamento com o fármaco (3). 

O Capítulo II contém a obtenção de dois híbridos moleculares de nimesulida (3) e o 

produto natural piperina. O primeiro híbrido H1 foi sintetizado a partir da N-acilação da 

sulfonamida. Já para a construção do segundo híbrido H2, a N-acilação ocorreu no átomo 

de nitrogênio do grupamento amino, oriundo da redução química da nimesulida (3). 

Pretendeu-se observar o efeito tóxico das moléculas obtidas contra diferentes formas 

evolutivas do parasito em função da modificação molecular realizada. 
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Figura 6. Estruturas químicas. (A): nimesulida (3), N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanossulfonamida. 

(B): nimesulida reduzida (4), N-(4-amino-2-fenoxifenil) metanossulfonamida. 
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Figura 7. Estrutura química da piperina (5), 1-[(2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-

dienoil]piperidina. 
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3 CAPÍTULO I 

Estudos no reposicionamento do fármaco nimesulida para o tratamento da doença de 

Chagas. 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Os fármacos são substâncias químicas projetadas para se ligarem a alvos 

moleculares, fazendo-os agir de forma benéfica. Quanto maior é o entendimento da ação de 

um fármaco, melhor é a matriz de seu ciclo de desenvolvimento, com relação à pesquisa de 

novas entidades moleculares envolvidas (NMEs, do inglês New Molecular Entity: NCEs e 

NBEs, do inglês New Chemical Entity e New Biological Entity, respectivamente). Além 

disso, o estudo contínuo dos órgãos-alvo e dos mecanismos de ação de um fármaco para 

determinada doença, torna possível que este seja empregado para o tratamento de diferentes 

grupos de população (ARROWSMITH e HARRISON, 2012). 

Nos últimos anos, houve crescente interesse por se encontrar novas utilizações para 

antigos fármacos, diferentes do escopo para o qual foram desenvolvidos inicialmente. 

Fármacos e pró-fármacos aprovados em testes clínicos possuem grande potencial de serem 

utilizados com segurança para tratamento de outras doenças. Denominada de 

“reposicionamento de fármacos” (expressões similares encontradas na literatura como drug 

re-positioning; drug re-purposing; drug re-profilin e drug-tasking), a estratégia responde 

atualmente por cerca de 30% dos medicamentos e vacinas aprovados pelo FDA (do inglês 

Food and Drugs Administration) (JIN e WONG, 2014). Trata-se de uma abordagem de 

pesquisa e desenvolvimento viável e muito atraente, em vários aspectos (ARROWSMITH e 

HARRISON, 2012). Com efeito, reciclar antigos fármacos, que possuem suas propriedades 

farmacológicas bem descritas, resgatar protótipos de moléculas bioativas ou ainda 

prolongar a vida útil de patentes têm-se mostrado caminhos mais céleres, econômicos e 

atraentes para a descoberta de novos medicamentos. Entre 1998 e 2008, o custo médio 

envolvido no desenvolvimento de fármacos inéditos nos EUA foi de US$ 1,24 bilhão, 

incluídas as tentativas fracassadas (KAITIN, 2010). Além do aspecto econômico implicado, 

fator primordial para a indústria, o reposicionamento torna-se particularmente interessante 

no que se refere ao tratamento de doenças raras e negligenciadas (OPREA et al., 2011). As 

indústrias farmacêuticas, ao assumirem como estratégia de produção o reposicionamento de 

fármacos ou de candidatos já existentes para novas indicações, minimizam os 6 a 9 anos 

iniciais necessários para o desenvolvimento de fármacos inéditos, pois os testes pré-clínicos 

e ensaios clínicos passam a ser a etapa inicial do processo, o que reduz significativamente 

riscos e custos. O processo tradicional de descoberta de protótipos de novos fármacos, 

desde a descoberta do alvo molecular até o seu registro e fabricação, costuma durar de 10 a 

17 anos. Enquanto o seu reposicionamento pode abreviar este tempo para algo entre 3 a 12 

anos, até a sua reintrodução no mercado com outra função (ASHBURN e THOR, 2004). 

Com isso, a estratégia mostra-se economicamente atrativa, tanto para a indústria 

farmacêutica quanto para as empresas de biotecnologia, quando comparada ao custo de 

desenvolvimento de novas substâncias precursoras de fármacos. Ademais, fatores como 

obstáculos regulatórios cada vez maiores, juntamente com a pressão global sobre os preços, 

a alternativa de uso de medicamentos “genéricos” e a necessidade de estender a vida de um 

fármaco aprovado aumentam o rol de motivos mercadológicos para ampliar a criatividade 

nos departamentos de pesquisa e desenvolvimento de diversos nichos farmacêuticos, em 

detrimento de sua sobrevivência competitiva (HORROBIN, 2001). Parece haver muitos 

efeitos positivos nesta abordagem terapêutica, porém alguns pontos precisam ser 

considerados. Por exemplo, se o candidato não atender aos requisitos atuais de 

regulamentação clínica, serão necessários novos ensaios na fase I para completar o 

conjunto dos estudos, o que pode aumentar tempo, custo e risco. (BAEK et al., 2015). 
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Outro desafio é o desvio no modo de ação do fármaco reposicionado, com 

comprometimento de segurança, afetando multi-alvos (MEDINA-FRANCO, et al., 2013). 

A sulfonamida nimesulida (3, NIM) é amplamente utilizada na terapêutica desde os 

anos 70, por suas propriedades anti-inflamatória, analgésica e antipirética. Desta forma, 

apostando em sua prática segura ao longo dos anos, este trabalho foi conduzido na 

expectativa de êxito terapêutico. O medicamento parece exercer seus efeitos através de 

vários mecanismos, incluindo eliminação de radicais livres, inibição da liberação de 

histamina, inibição da ciclo-oxigenase, inibição da fosfodiesterase, dentre outros (OATES, 

1991; TOGNELLA, 1993). Sua descoberta ocorreu antes da identificação do papel das 

prostaglandinas (PGs) na inflamação e na dor (CAIAZZO et al., 2019).  
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Resultados I 

 

Extração de nimesulida (3) a partir do medicamento adquirido comercialmente. 

 

A extração ácido-base de NIM (3), a partir de comprimidos do fármaco, resultou 

num rendimento de 90%. A sua purificação foi realizada através de duas recristalizações 

consecutivas, conforme sugerido por GONSALVES et al. (2013). O ponto de fusão do 

sólido obtido após a primeira recristalização foi 150-151 ºC. Após a segunda 

recristalização, o sólido apresentou ponto de fusão 147-148 ºC, o que está de acordo com o 

valor 147 ºC apontado na literatura (SHOUKRI, et al., 2009). A nimesulida (3) foi 

caracterizado por técnica de infravermelho (Espectro 1, página 145), em que foi possível 

observar sinais característicos do composto: um sinal em 3280 cm
-1

 referente ao 

estiramento N-H de amida secundária e um sinal em 1587 cm
-1

 referente à deformação 

angular da ligação N-H de amida secundária. Aparece ainda outro sinal em 1332 cm
-1

 

referente à deformação axial simétrica e assimétrica de NO2. No espectro de Ressonância 

Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 
1
H) (Espectro 2, página 146), um conjunto de 

sinais entre δ 7,09 e 7,49 ppm representam os hidrogênios dos anéis aromáticos. Os 

hidrogênios metílicos são representados pelo sinal simples em δ 3,19 ppm. No espectro de 

Carbono-13 (DPTQ) (Espectro 3, página 146), um sinal em δ 40,56 ppm representa o 

carbono metílico. Também foram observados os sinais em δ 143,72 ppm referente ao 

carbono ligado ao nitrogênio da sulfonamida e em δ 154,17 ppm referente ao carbono 

ligado ao nitrogênio do grupamento NH2. O espectro de massas (Espectro 4, página 148) 

apresentou o íon molecular m/z 308. Todos os espectros das moléculas, assim como os 

assinalamentos dos átomos de hidrogênio e carbono, estão apresentados nos Anexos 

(página 142), ao final desta tese.  

 

Obtenção da anilina (4) derivada da nimesulida (3). 

 

A proposta de modificação estrutural na molécula da nimesulida (3) consistiu na 

redução quimiosseletiva do seu grupo nitro (NO2) para gerar a anilina correspondente com 

o grupo amino (NH2) ligado ao anel aromático. A alteração provocou ao mesmo tempo, 

perda de sua similaridade estrutural com o benznidazol e de suas propriedades como AINE. 

A nimesulida (3) sofreu redução química na presença de ferro metálico e cloreto de 

amônio, sob refluxo, por 2 horas (PERICHERLA et al., 2007). A reação foi monitorada por 

cromatografia de camada fina em placas de sílica e visualizada com luz ultravioleta. Foi 

obtido um produto sólido (65%), de cor amarelada, com ponto de fusão 170-172 ºC (JIAN 

et al., 2017). O produto foi analisado e os dados espectroscópicos foram condizentes com a 

estrutura do composto. No Esquema 1 encontra-se indicada a reação de formação da 

nimesulida reduzida (4). 
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Esquema 1. Preparação da nimesulida reduzida (4). 

 

Observam-se sinais característicos para a estrutura de (4) no espectro de IV 

(Espectro 5, página 149), como sinais na região de 3396 cm
-1

, referentes a estiramento N-

H de amina primária aromática, além dos sinais de vibração 3328 cm
-1

 relativo a 

estiramento de N-H de amida secundária e 1585 cm
-1

 do deformação angular de N-H de 

amida secundária. No espectrode RMN 
1
H (Espectro 6, página 150) foram observados os 

dois sinais referentes aos hidrogênios ligados ao átomos de nitrogênio, um sinal simples em 

δ 5,28 ppm, referentes aos hidrogênios do grupo NH2, e outro sinal simples em δ 8,79 ppm 

referente ao hidrogênio do grupo NH da sulfonamida. Também está presente o sinal 

simples dos hidrogênios do grupamento metílic em δ 2,88 ppm. No espectro de RMN 
13

C 

(Espectro 7, página 150) foi observado o sinal δ 40,46 ppm referente ao carbono metílico, 

além de outros sinais compatíveis com a estrutura. O espectro de massas apresentou o íon 

molecular m/z 278 (Espectro 8, página 152). 

 

Cinética de crescimento dos parasitos e cultivo das formas epimastigotas. 

 

Inicialmente, realizamos a padronização do crescimento das culturas do parasito. 

Para tanto, as formas epimastigotas de T. cruzi (2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
) foram cultivadas 

em meio próprio de nutrientes (BHI com 10% de soro fetal bovino). O crecimento da 

cultura foi então avaliado através da quantificação direta das formas epimastigotas em 

câmara de Neubauer, durante 15 dias consecutivos, em microscópico óptico com aumento 

de 40 x. O resultado indicou que o sétimo dia foi o que apresentou maior concentração de 

parasitos viáveis. A análise da curva cinética obtida indicou três fases de crescimento do 

parasito em cultura, quais sejam, a fase exponencial, iniciando no dia três até dias seis-sete; 

a fase estacionária até dias oito-nove e, por fim, o início da perda de viabilidade das células 

em cultura. Resultados apresentados na Figura 8. 
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Figura 8. Curva cinética de epimastigotas em meio de cultura próprio (BHI com 10% de soro fetal bovino). O 

inóculo utilizado foi 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
. A quantificação realizada durante 15 dias após o inóculo, por 

microscópia óptica com aumento de 40 x, em câmara de Neubauer. Resultado obtido em dois experimentos 

independentes. 

 

Determinação da concentração do diluente DMSO inócua aos parasitos. 

 

Um segundo aspecto experimental precisou ser considerado. Como todas as 

soluções estoque das substâncias seriam preparadas em dimetilsulfóxido (DMSO), admitiu-

se ser necessária a determinação da faixa de concentração de DMSO inócua à 

sobrevivência dos parasitos nos experimentos deste estudo. Para tal, os parasitos em fase 

exponencial de crescimento foram ressuspendidos em meio de cultura fresco, e adicionados 

em microplacas de 96 poços, utilizando-se um inóculo de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
, na 

presença ou não de DMSO, nas duas maiores concentrações que seriam utilizadas para 

preparação das soluções estoque. Foram empregadas concentrações de 0,38 e 0,19%, em 

diluição seriada, com fator de diluição igual a dois. Após incubação, a toxicidade dos 

parasitos frente ao DMSO foi avaliada através do ensaio do MTT
14

 (MUELAS-SERRANO 

et al., adaptado, 2000). O efeito tripanocida foi mensurado pelo percentual de inibição de 

crescimento dos parasitos, em relação ao controle vivo (Figura 9). 

                                                             
14

 O sal tetrazólio MTT (Brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio) é clivado pela enzima 

succinato desidrogenase mitocondrial, resultando no produto azul de nome formazan, que absorve na faixa de 

570 nm. O reagente é muito útil para avaliar a sobrevivência e proliferação celulares (DENIZOT e LANG, 

1986).  
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Figura 9. Avaliação da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com DMSO 

nas concentrações 0,38 % e 0,19 %. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentração de 

2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas em placas de 96 poços com DMSO. 

A viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Não se observa efeito tóxico significativo do 

solvente em ambas as concentrações. Resultados representativos de dois experimentos 

independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad 

Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

O resultado foi satisfatório indicando não haver efeito tóxico para o T. cruzi quando 

o parasito é exposto a uma concentração de 0,38 % de DMSO. Assim, a concentração final 

de DMSO utilizada nos ensaios permaneceu entre 0,1 e 0,3 %, no máximo, em todos os 

experimentos.  

 

Avaliação da atividade da nimesulida (3) sobre formas epimastigotas. 

 

A próxima fase foi a realização de um ensaio para verificar a atividade tripanocida 

da nimesulida (3). Perante as informações extraídas da curva cinética (Figura 8), procedeu-

se então o tratamento das formas epimastigotas com nimesulida (3). Os parasitos em fase 

exponencial de crescimento foram ressupendidos em meio de cultura fresco e adicionados 

em placas de 48 poços, utilizando inóculo de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
, na presença ou não 

de diferentes concentrações da NIM (3), 100, 50, 10 e 1 µg x mL
-1

. O crescimento e as 

alterações morfológicas da cultura foram acompanhados por microscópia óptica e a 

quantificação realizada em câmara de Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada pelo 

método de exclusão, utilizando o corante azoico azul de Tripan (MULLEN et al., 1975). 

Este resultado encontra-se na Figura 10. 
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Figura 10. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com 

nimesulida (3) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
 e tratados em placas de 48 poços com quatro concentrações 

do fármaco (3), variando de 1 a 100 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo método de 

exclusão utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade da molécula (3) nas três maiores 

concentrações (96%, 83% e 71%, respectivamente). Resultados representativos de dois 

experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa 

GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Avaliação da atividade da nimesulida reduzida (4) sobre formas epimastigotas. 

 

Procedeu-se então o tratamento das formas epimastigotas com nimesulida reduzida 

(4). Os parasitos em fase exponencial de crescimento foram ressupendidos em meio de 

cultura fresco e adicionados em placas de 48 poços, utilizando inóculo de 2 x 10
5
 parasitos 

x mL
-1

, na presença ou não de diferentes concentrações do derivado (4), 100, 50, 10 e 1 µg 

x mL
-1

. O crescimento e as alterações morfológicas da cultura foram acompanhados por 

microscópia óptica e a quantificação realizada em câmara de Neubauer (MULLEN et al., 

1975). Este resultado encontra-se na Figura 11.  
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Figura 11. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com 

nimesulida reduzida (4) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
 e tratados em placas de 48 poços com quatro 

concentrações do derivado (4), variando de 1 a 100 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo 

método de exclusão utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade da molécula (4) nas duas 

maiores concentrações (82% e 56%, respectivamente), porém inferior à atividade do precursor (3). 

Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas 

utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) 

p<0,05. 

 

Paralelamente, foi executado o ensaio com benznidazol (2), de acordo com os 

mesmos procedimentos utilizados para a nimesulida (3) (Figura 12).  
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Figura 12. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com 

benznidazol (2) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
 e tratados em placas de 48 poços com quatro 

concentrações do fármaco (2), variando de 1 a 100 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo 

método de exclusão utilizando azul de Tripan. Nas concentrações do ensaio, não observa-se 

crescimento celular. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as 

culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) 

p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Determinação dos valores da concentração inibitória (CI50) da nimesulida (3), 

nimesulida reduzida (4) e fármaco utilizado como referência no estudo, benznidazol 

(2). 

 

Analisando o efeito da nimesulida (3), apresentado na Figura 10, é possível 

concluir que há uma evidente inibição do crescimento de epimastigotas nas concentrações 

de 100, 50 e 10 µg x mL
-1

 utilizadas. Já na concentração de 1 µg x mL
-1

, ocorre uma 

diminuição expressiva da atividade tripanocida. O fenômeno de intensa atividade ocorreu 

nas quatro dosagens de benznidazol (2). Foi necessário então eleger uma faixa menor de 

concentração, pois assim esperava-se determinar a concentração inibitória média (CI50) de 

ambos os compostos. Já a observação do resultado para a nimesulida reduzida (4) (Figura 

11) evidenciou um dado interessante, qual seja a baixa atividade do composto frente às 

formas epimastigotas, em comparação aa nimesulida (3). A interpolação dos dados foi 

possível de ser feita no programa de análise, gerando um valor de concentração inibitória 

CI50 para a nimesulida reduzida (4) igual a (47,74±3,81) µg x mL
-1

 ou (171,74±13,72) µM, 

valor expressivamente alto. 

Quanto à nimesulida (3), do gráfico da Figura 10 deduz-se que, provavelmente, a 

faixa da concentração inibitória frente às formas epimastigotas, deveria estar entre 1 e 10 

µg x mL
-1

. Apostando-se nesta hipótese, um próximo ensaio foi conduzido nas mesmas 
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condições experimentais, mas em concentrações inseridas nesta faixa menor (1; 2,5; 5 e 10 

µg x mL
-1

). O estudo levou aos resultados apresentados nas Figuras 13 e 14 para a 

nimesulida (3) e benznidazol (2), respectivamente. 

C
tr

 v
iv

o

N
IM

 1
0

N
IM

 5

N
IM

 2
,5

N
IM

 1

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

*** *

 g  x  m L
- 1

E
p

im
a

s
ti

g
o

ta
s

 (
x

1
0

5
) 

x
 m

L
-
1

 

Figura 13. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com 

nimesulida (3) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
 e tratados em placas de 48 poços com quatro 

concentrações do fármaco (3), variando de 1 a 10 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo 

método de exclusão utilizando azul de Tripan. Observa-se inibição de crescimento celular nas duas 

maiores concentrações. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as 

culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) 

p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 
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Figura 14. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com 

benznidazol (2) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
 e tratados em placas de 48 poços com quatro 

concentrações do fármaco (2), variando de 1 a 10 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo 

método de exclusão utilizando azul de Tripan. Nas quatro concentrações do ensaio, não observa-se 

crescimento celular. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as 

culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) 

p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 
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Agora sim, a análise dos resultados obtidos no teste pelo método de exclusão com 

azul de Tripan (MULLEN et al., 1975) permitiu o programa realizar a interpolação dos 

dados para nimesulida (3) e benznidazol (2), gerando a concentração inibitória para ambos 

os fármacos no tratamento dos epimastigotas. Os resultados para as três substâncias estão 

resumidos na Tabela 4. Diante da perda de atividade observada para (4), não foi dado 

prosseguimento no estudo com a molécula. 
 

Tabela 4. Valores de CI50 das substâncias testadas contra formas epimastigotas de Trypanosoma 

cruzi (cepa Y), através do método de exclusão com azul de Tripan. 

 

Substância CI 50 T. cruzi (µM) CI 50 T. cruzi (µg x mL
-1

) 

Nimesulida (3) (12,90±0,48) (3,97±0,15) 

Benznidazol (2) (3,82±0,65) (0,99±0,17) 

Nimesulida reduzida (4) (171,74±13,72) (47,74±3,81) 

 

Decidiu-se numa etapa posterior, avaliar a atividade tripanocida empregando o 

método colorimétrico pelo MTT, por ser menor o tempo de análise. Para este intuito, os 

parasitos, em fase exponencial de crescimento, foram ressupendidos em meio de cultura 

fresco, e adicionados em microplacas de 96 poços, utilizando-se um inóculo de 2 x 10
5
 

parasitos x mL
-1

, na presença ou não de diferentes concentrações da NIM (3). Foram 

utilizadas concentrações na faixa de 1,56 µM a 100 µM, em diluição seriada, com fator de 

diluição igual a dois. Após incubação, a viabilidade frente aa nimesulida (3) foi avaliada 

através do ensaio do MTT (MUELAS-SERRANO et al., adaptado, 2000). O efeito 

tripanocida foi mensurado pelo percentual de inibição de crescimento dos parasitos, em 

relação ao controle em 50% (CI50) (Figura 15). Como referência no teste utilizou-se o 

fármaco benznidazol (2) (Figura 16). 
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Figura 15. Avaliação da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com 

nimesulida (3) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas em placas de 96 

poços com sete concentrações do fármaco (3), variando de 1,56 a 100 µM. A viabilidade celular foi 

obtida pelo método do MTT. Observa-se capacidade inibitória da nimesulida (3) na maioria das 

concentrações da faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes, 

com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. 

(***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 
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Figura 16. Avaliação da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com 

benznidazol (2) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas em placas de 96 

poços com sete concentrações do fármaco (2), variando de 1,56 a 100 µM. A viabilidade celular foi 

obtida pelo método do MTT. Observa-se capacidade inibitória do benznidazol (2) em todas as 

concentrações da faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes, 

com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. 

(***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Novamente, a análise dos resultados obtidos com o teste colorimétrico do MTT 

(Figuras 15 e 16) permitiu determinar a concentração inibitória para ambos os fármacos no 

tratamento dos epimastigotas (Tabela 5).  
 

Tabela 5. Valores de CI50 das substâncias testadas contra formas epimastigotas de Trypanosoma 

cruzi (cepa Y), através do método colorimétrico do MTT. 

 

Substância CI 50 T. cruzi (µM) CI 50 T. cruzi (µg x mL
-1

) 

Nimesulida (3) (12,93±0,04) (3,98±0,01) 

Benznidazol (2) (1,40±0,13) (0,36±0,03) 

 

Os dados obtidos foram sugestivos quanto à validação de ambos os métodos 

utilizados, uma vez que os resultados encontrados tanto por quantificação em câmara de 

Neubauer quanto por colorimetria ficaram dentro da mesma ordem de grandeza. Assim, a 

nimesulida (3) apresentou-se como capaz de inibir de forma satisfatória o crescimento dos 

parasitos em cultura, quando comparado ao fármaco de referência benznidazol (2). 

 

Avaliação da atividade da nimesulida (3) sobre formas epimastigotas, após tratamento 

overnight. 

 

A atividade da nimesulida (3) frente às formas epimastigotas, quando comparada ao 

efeito do benznidazol (2), gerou uma dúvida quanto ao início de sua atividade. Para a 

obtenção desta resposta, a cultura de parasitos na fase exponencial de crescimento foi 
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adicionada em placa de 48 poços, utilizando inóculo de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
, na 

presença ou não de NIM (3) e BNZ (2), ambos na concentração de 10 µg x mL
-1

. O 

crescimento e as alterações morfológicas da cultura foram acompanhados por microscópia 

óptica e a quantificação realizada em câmara de Neubauer, após 24 horas de incubação 

(MULLEN et al., 1975). O resultado na Figura 17 revela que a nimesulida (3), tal como o 

benznidazol (2), inicia seu efeito tóxico sobre o T. cruzi nas primeiras 24 horas de 

tratamento. 
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Figura 17. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com 

nimesulida (3) e benznidazol (2) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em 

triplicata na concentração de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
 e tratados por 24 horas em placas de 48 poços 

com as substâncias na concentração de 10 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo método 

de exclusão utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade de ambas as moléculas (3) e (2) na 

concentração do ensaio. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as 

culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) 

p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Avaliação do potencial citotóxico da nimesulida (3) em macrófagos murinos. 

 

Para a avaliação da atividade citotóxica em células primárias foram utilizados 

macrófagos peritoneais que foram cultivados na presença ou não de nimesulida (3), nas 

concentrações de 10, 5, 2,5 e 1 µg x mL
-1

. Para efeitos de controle e parâmetro 

comparativo, os mesmos testes foram realizados com benznidazol (2). Os macrófagos 

foram coletados do exsudado peritoneal de camundongo BALB/c e tratados por 48 horas 

com as diferentes concentrações de NIM (3) e BNZ (2).  

A quantificação de células viáveis foi realizada por reação com XTT (RISS et al., 

2013). Os resultados para ambos os fármacos (3) e (2) estão apresentados nas Figuras 18 e 

19, respectivamente. 
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Figura 18. Avaliação da viabilidade celular em macrófagos peritoneais murinos tratados com 

nimesulida (3) nas concentrações indicadas. Os macrófagos foram cultivados em triplicata em placa 

de 24 poços na concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas com 

quatro concentrações do fármaco (3), variando de 1 a 10 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida 

pelo método do XTT. Não se observa diferença significativa em relação ao controle vivo. 

Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas 

utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) 

p<0,05. 
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Figura 19. Avaliação da viabilidade celular em macrófagos peritoneais murinos tratados com 

benznidazol (2) nas concentrações indicadas. Os macrófagos foram cultivados em triplicata em 

placa de 24 poços na concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas 

com quatro concentrações do fármaco (2), variando de 1 a 10 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi 

obtida pelo método do XTT. Observa citotoxicidade significativa em relação ao controle vivo na 

concentração de 10 µg x mL
-1

. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com 

as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) 

p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

O resultado obtido para citotoxicidade da nimesulida (3) frente a células de 

macrófagos foi melhor que do benznidazol (2), uma vez que o fármaco utilizado no 

tratamento do mal de Chagas (2) evidenciou que, numa concentração de 10 µg x mL
-1

, foi 

mais citotóxico que nimesulida (3), conforme visualizado na Figura 19. 

 

Avaliação do potencial citotóxico da nimesulida (3) em culturas de linfócitos 

esplênicos. 

 

Foi realizado outro ensaio de viabilidade em uma população de células primárias. 

Dessa vez, utilizamos culturas enriquecidas de linfócitos esplênicos. Os linfócitos são 

células mais sensíveis a agentes tóxicos. Dessa forma, a integridade destas células frente aa 

nimesulida (3) pode indicar boa tolerância de células de mamíferos, quando expostas à 

substância (SPIELBERG, 1984). Para este ensaio, uma população enriquecida de células de 

linfócitos foi obtida do baço de camundongos BALB/c e cultivadas na concentração de 2 x 

10
5
 células x mL

-1
. As células foram submetidas ao teste com nimesulida (3) e benznidazol 

(2), nas mesmas concentrações anteriores descritas. A quantificação de células viáveis foi 

realizada por reação com XTT (RISS et al., 2013). O resultado está apresentado nas 

Figuras 20 e 21, respectivamente. 
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Figura 20. Avaliação da viabilidade celular em população de células enriquecida de linfócitos 

esplênicos murinos tratados com nimesulida (3) nas concentrações indicadas. Os esplenócitos foram 

cultivados em triplicatas na concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 

horas com diferentes concentrações de NIM (3) variando de 1 a 10 µg x mL
-1

. A viabilidade celular 

foi obtida pelo método do XTT. Não se observa diferença significativa em relação ao controle vivo. 

Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas 

utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) 

p<0,05. 
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Figura 21. Avaliação da viabilidade celular em população de células enriquecida de linfócitos 

esplênicos murinos tratados com benznidazol (2) nas concentrações indicadas. Os esplenócitos 

foram cultivados em triplicata na concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas 

por 48 horas em placas de 24 poços com quatro concentrações do fármaco (2), variando de 1 a 10 

µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo método do XTT. Não se observa citotoxicidade 

significativa em relação ao controle vivo na concentração de 10 µg x mL
-1

. Resultados 

representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste 

ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 
 

O resultado obtido na avaliação da citotoxicidade da nimesulida (3) frente a 

linfócitos murinos mostrou que o composto não causa prejuízo a este tipo celular. 

Resultado semelhante foi obtido para o benznidazol (2), mesmo na maior concentração de 

10 µg x mL
-1

, conforme visualizado na Figura 21. 

Procedeu-se então um novo teste em duas concentrações diferentes para nimesulida 

(3) e benznidazol (2), desta vez nas concentrações de 17 e 35 µM, quantificando pela 

reação com MTT (MUELAS-SERRANO et al., 2000). Esses valores de concentração 

foram escolhidos, considerando que o maior valor de concentração testada para a 

citotoxicidade da nimesulida (3), sobre macrófagos e linfócitos, que não apresentou efeito 

tóxico foi 10 µg x mL
-1

, conforme mostrado nas Figuras 18 e 20 
15

. O resultado obtido 

corroborou os dados mostrados na Figura 21, indicando ausência de toxicidade da 

nimesulida (3) para os macrófagos murinos (Figura 22). Quanto ao fármaco de referência 

(2), percebeu-se discreta toxicidade na maior concentração testada. 

                                                             
15

 Transformando as unidades de concentração: 10 µg x mL
-1 

correspondem a 32 µM para nimesulida (MM 

308 g x mol
-1

) e 38 µM para benznidazol (MM 260 g x mol
-1

). 
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Figura 22. Avaliação da viabilidade celular de macrófagos tratados com nimesulida (3) e 

benznidazol (2) nas concentrações indicadas. As células foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas em placas de 24 

poços com duas concentrações das moléculas, 17 e 35 µM. A viabilidade celular foi obtida pelo 

método do MTT. Observa-se que nimesulida (3) não causou dano tóxico aos macrófagos enquanto 

que o benznidazol (2) é tóxico na maior concentração. Resultados representativos de dois 

experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa 

GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Efeito da nimesulida (3) na infecção in vitro de células LLCMK2 com T. cruzi. 

 

A constatação da ação tripanocida da nimesulida (3) frente às formas epimastigotas 

com a concomitante manutenção da viabilidade celular das células murinas, foi um 

estímulo à continuidade do estudo proposto. Assim, foram conduzidos, na sequência, 

experimentos visando verificar a ação da nimesulida (3) em ensaios in vitro sobre as demais 

formas evolutivas do parasito. As formas tripomastigotas foram obtidas da infecção de 

células de linhagem LLCMK2. Os parasitos foram recolhidos nos dias de pico de liberação 

(7º e 9º dias) e utilizados imediatamente para a infecção dos macrófagos murinos. Para 

descartar qualquer interferência da possível toxicidade da nimesulida (3) na linhagem 

LLCMK2 que pudesse interferir no resultado da infecção, buscou-se identificar a ação do 

NIM (3) na manutenção da viabilidade destas células. Resultou que, também neste caso, o 

NIM (3) não interferiu na preservação destas formas celulares, com nenhuma significância 

estatística, conforme evidenciado na Figura 23. 
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Figura 23. Avaliação da viabilidade de células de linhagem LLCMK2 tratadas com nimesulida (3) 

nas concentrações indicadas. As células foram cultivadas em triplicata na concentração de 2 x 10
5
 

células x mL
-1

 e tratadas por 48 horas em placas de 24 poços com sete concentrações do fármaco 

(3), variando de 1,56 a 100 µM. A viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Não se 

observou ação citotóxica do NIM (3) em nenhuma das concentrações. Resultados representativos de 

dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do 

programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Dessa forma, o índice de seletividade calculado (CI50 na célula/CI50 no T. cruzi) 

resultou em valor maior que 7,8 para a nimesulida (3) e maior que 9,2 para o benznidazol 

(2), valores considerados como bons índices. 

 

Efeito da nimesulida (3) in vitro na proliferação de amastigotas, em macrófagos 

peritoneais murinos infectados pelo T. cruzi. 

 

A etapa seguinte consistiu na realização do ensaio para a avaliação da proliferação 

de amastigotas intracelulares na presença de nimesulida (3). O experimento foi conduzido 

semeando-se 2 x 10
5
 macrófagos em lamínulas dentro de placa de 24 poços, por 72 horas, 

na presença ou não de nimesulida (3) e do fármaco de referência (2), na concentração de 35 

µM, valor no qual a nimesulida não é tóxico aos macrófagos. Após este tempo de 

incubação, as lamínulas foram fixadas, coradas e procedeu-se a quantificação das formas 

amastigotas intracelulares em microscópio óptico em aumento de 100x (Figura 24). 
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Figura 24. Inibição da proliferação de formas amastigotas de T. cruzi in vitro de macrófagos 

peritoneais murinos infectados. Foram semeados em lamínulas, em placas de 24 poços, 2 x 10
5
 

macrófagos, e infectados com tripomastigotas, com multiplicidade de infecção 3:1. As culturas 

foram tratadas com nimesulida (3) na concentração de 35 µM e incubadas em atmosfera com 5% de 

CO2 a 37 ºC. O mesmo procedimento foi realizado com o fármaco de referência benznidazol (2). 

Após 72 horas de tratamento, as lamínulas foram processadas e quantificadas em microscópio 

óptico em aumento de 100x. Observa-se a inibição de 55,78% da proliferação das formas 

amastigotas em culturas tratadas com NIM (3) e 78,62% quando tratadas pelo BZN (2). Resultados 

representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste 

ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

 

Neste experimento, a nimesulida (3) apresentou atividade anti-amastigota inibindo a 

proliferação desta forma parasitária em cerca de 56%, valor com significância estatística 

quando comparado ao efeito do benznidazol (2), nas mesmas condições, que inibiu em 78% 

a multiplicação das amastigotas. 

 

Efeito da nimesulida (3) in vitro na liberação de tripomastigotas, em macrófagos 

peritoneais murinos infectados pelo T. cruzi. 

 

De posse do resultado da avaliação da toxicidade do NIM (3) contra macrófagos 

murinos, prosseguiu-se então a infecção dos macrófagos com as formas tripomastigotas 

metacíclicas, oriundas da liberação das células LLMCK2 infectadas. A multiplicidade de 

infecção foi ajustada para 3 formas tripomastigotas para cada macrófago (PAIVA, et al., 

2012). Os macrófagos infectados foram tratados e não tratados com nimesulida (3) e 

benznidazol (2), ambos na concentração de 35 µM, a mesma empregada no teste contra as 

amastigotas. As formas tripomastigotas liberadas nos dias sete e nove pós-infecção, foram 

quantificadas em câmara de Neubauer (MULLEN et al., 1975) (Figura 24). 
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Figura 25. Inibição da liberação de formas tripomastigotas de T. cruzi in vitro de macrófagos 

peritoneais de murinos infectados. Foram plaqueados 1 x 10
5
 macrófagos e infectados com 

tripomastigotas, com multiplicidade de infecção 3:1. As culturas foram tratadas com nimesulida (3) 

na concentração de 35 µM e incubadas em atmosfera com 5% de CO2 a 37 ºC. O mesmo 

procedimento foi realizado com o fármaco de referência benznidazol (2). As formas tripomastigotas 

extracelulares no sobrenadante foram quantificadas nos dias sete e nove pós-infecção pelo método 

de exclusão utilizando azul de Tripan. Observou-se a inibição da liberação em ambos os dias, por 

ambos os fármacos (3) e (2). Resultados representativos de dois experimentos independentes, com 

as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) 

p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Os resultados apresentados mostraram que a nimesulida (3) inibiu de forma 

significativa a liberação de formas tripomastigotas, em ambos os dias de pico de liberação 

dos parasitos. Isto sinalizou sua atividade antiparasitária sobre a forma evolutiva testada.  

 

Avaliação da morte celular de epimastigotas tratados com nimesulida (3) in vitro. 

 

O conjunto de resultados gerou a pergunta sobre qual tipo de morte celular do T. 

cruzi estava sendo provocada pela nimesulida (3). Tendo em vista a observação do efeito in 

vitro de apoptose e/ou necrose decorrente do tratamento com o fármaco (3), foi realizado 

um ensaio de citometria de fluxo, onde 1 x 10
6
 epimastigotas, em fase exponencial de 

crescimento, foram dispostos, tratados e não-tratados, com nimesulida 35 µM, e incubados 

por 24 horas. O BNZ (2) foi utilizado como referência. Após o tratamento, os parasitos 

foram centrifugados e ressuspendidos em 1000 µL de tampão. Novamente centrifugados e 

corados com Anexina V-FITC (AV) e Iodeto de Propídeo (IP), e analisados em citômetro 

de fluxo (FACSCALIBUR Becton & Dicknson) (Figura 26).  
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Figura 26. Elucidação do tipo de morte celular de epimastigotas, na fase exponencial de 

crescimento, tratados com nimesulida (3) na concentração de 35 µM, por 24 horas. Histogramas 

representativos dos parasitos tratados e marcados para necrose com iodeto de propídio, no canal 

FL2-H, e marcados para apoptose com anexina, no canal FL1-H. O mesmo procedimento foi 

realizado para o fármaco de referência (2). Observa-se na região superior direita que a nimesulida 

(3) causou o dobro de morte por apoptose e necrose, simultaneamente, em relação ao benznidazol 

(2). Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas 

utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) 

p<0,05. 

 

No conjunto dos resultados, observou-se que, após 24 horas de tratamento, enquanto 

o fármaco de referência (2) provocou a morte por necrose em 7,04% da população de 

células, o fenômeno ocorreu apenas discretamente no tratamento com NIM (3) (1,30%) 

Controle vivo 

Nimesulida Benznidazol 
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(região superior esquerda dos histogramas). Equiparativamente, ambos os fármacos não 

causaram efeito apoptótico durante o período de 24 horas de incubação (região inferior 

direita dos histogramas). Porém, na região de dupla marcação (superior direita), onde há 

morte celular por ambas as vias, necrótica e apoptótica, dois aspectos podem ser 

destacados. Primeiramente, o efeito causado pela nimesulida (3) apresentou mesma 

significância estatística que o benznidazol (2), no tocante à morte celular (Figura 27). 

Além disso, observou-se que a nimesulida (3) apresentou efeito apoptótico/necrótico sobre 

2,17% da população de células, enquanto o BNZ (2) provocou este tipo de morte celular em 

1,08% da população total, valor que representa a metade do verificado para a nimesulida 

(3). Ou, analisando em função de viabilidade celular, há mais parasitos viáveis após o 

tratamento com o benznidazol (88,5%) do que com a nimesulida (3) (82,05%) (Figura 27). 
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Figura 27. Representação gráfica da porcentagem da marcação por PI/Anexina de parasitos 

tratados e não-tratados com nimesulida (3) e benznidazol (2), após 24 horas. No controle morto, 

cerca de 97% dos parasitos estão viáveis. O tratamento por 24 horas com benznidazol (2) resultou 

em 88% de parasitos viáveis remanescentes, enquanto que no tratamento com a nimesulida (3) 

observa-se que menos parasitos estão viáveis (82%). Dessa forma, a ação do NIM (3) foi mais 

eficaz para causar morte celular por apoptose/necrose, simultaneamente. Resultados representativos 

de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do 

programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Avaliação de alterações ultraestruturais em epimastigotas tratadas com nimesulida (3) 

in vitro, por microscopia eletrônica de transmissão. 

 
Em virtude destas comprovações, o próximo estudo consistiu na avaliação dos 

efeitos ultraestruturais dos epimastigotas tratados com nimesulida (3). Para isto, formas 

epimastigotas (2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
) em fase exponencial de crescimento foram tratadas 

e não-tratadas por 24 horas com NIM (3) e BZN (2), ambos na concentração de 35 µM, 

mesmo valor utilizado nos ensaios anteriores de atividade, por não ser citotóxico aos 

macrófagos. Após o tratamento, foram processadas para análise de microscopia eletrônica 

de transmissão (MET). As análises foram feitas sob a supervisão da Dr
a
 Suzana Côrte-Real, 

na Plataforma de Microscopia Eletrônica Rudolf Barth, localizada no campus da Fiocruz, 

RJ. As micrografias obtidas aparecem na Figura 28 A-D. 
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Figura 28. (A-D). Imagens em Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) de cultura axênica 

de T. cruzi. (A) Micrografia eletrônica mostrando visão geral da forma epimastigota de T. cruzi, 

cultivada na ausência de nimesulida (3) com as organelas características deste parasito. N: núcleo. 

M: mitocôndria. K: k DNA intramitocondrial. F: flagelo. R: reservossomos. (B). Nesta imagem, 

observam-se os reservossomos, núcleo e mitocôndria preservados. (C). Micrografia evidenciando 

os ácidos calcissomos distribuídos no citoplasma, indicados pelas pontas das setas. (D). Perfil 

mitocondrial bem preservado, próximo à membrana plasmática. Destaca-se ainda o cinetoplasto 

mostrando o kDNA preservado na porção mitocondrial entre o núcleo e o flagelo. 

 

A organização estrutural do T. cruzi tem sido bastante estudada pela técnica de 

MET. Na Figura 29, podemos observar uma representação esquemática das principais 

organelas encontradas na forma íntegra de epimastigota do parasito.  
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Figura 29. Representação esquemática das principais organelas da forma epimastigota de T. cruzi 

observadas por MET. (Adaptado de DE SOUZA, 2008). 

 

Como é possível observar, os epimastigotas têm núcleo esférico com uma 

membrana típica com poros, e um nucléolo na porção central. O flagelo se projeta a partir 

da metade do corpo do protozoário. Já o cinetoplasto possui um formato de disco 

(FERREIRA et al., 2008), sendo a região específica da mitocôndria na qual está 

concentrado o DNA mitocondrial. O formato do cinetoplasto e a sua posição em relação ao 

núcleo são característicos nas diferentes formas evolutivas do T. cruzi, sendo que na forma 

epimastigota encontra-se entre a bolsa flagelar e o núcleo, na região anterior do parasito. 

Todas essas características puderam ser observadas nas micrografias obtidas dos parasitos 

cultivados na ausência da nimesulida (3), conforme mostradas na Figura 28 A-D. 

Após 24 horas de tratamento com nimesulida (3), algumas alterações importantes 

foram observadas nas fotomicrografias resultantes, de acordo com a visão geral dos 

parasitos tratados, conforme mostrado na Figura 30.  
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Figura 30. (A). Vista geral dos parasitos tratados com nimesulida (3) na concentração de 35 µM, analisados por 

Microscopia Eletrônica de Transmissão. (B). O tratamento induziu edema mitocondrial, com perda de morfologia da 

organela, além de profunda alteração da morfologia nuclear. (C). Mitocôndria bem dilatada e com perda de cristas, 

cinetoplasto elétron-denso e desorganização dos reservossomos. (D). Núcleo com a heterocromatina condensada 

localizada em trechos do envoltório nuclear, indicada pelas setas retas, cinetoplasto elétron-denso e intensa vacuolização 

citossólica, sinalizada com a letra V, além de mitocôndria com morfologia alterada. (E). Núcleo apresentando 

desestruturação do envoltório nuclear, mitocôndria dilatada e presença de vacúolos. (F). Núcleo desorganizado com 

heterocromatina aderida à superfície, indicada pelas setas retas e figura de mielina presente no citossol, representada pela 
seta curva.  
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Conforme mostrado na Figura 30A, há evidência nítida de alteração na 

ultraestrutura do parasito. Ainda: a perda de morfologia nuclear fica destacada na Figura 

30B. A mitocôndria aparece com mudanças na sua estrutura, bastante dilatada e sem cristas 

aparentes, contendo o kDNA elétron-denso, bem compactado, com condensação 

exacerbada, indicativo de possível alteração da arquitetura do material genético (Figura 

30C-D). O composto produziu ainda certa desorganização dos reservossomos, vacuolização 

citossólica, heterocromatina condensada em alguns trechos do envoltório nuclear e 

presença de mielina no citossol, conforme observado na Figura 30 D-F. Dessa forma, a 

análise das micrografias indicou que a nimesulida (3) provocou alterações ultraestruturais 

importantes sobre as formas epimastigotas do parasito, o que indicou clara atividade nas 

primeiras 24 horas de tratamento. 

 

Avaliação das alterações ultraestruturais em epimastigotas causadas por diferentes 

concentrações do diluente DMSO. 

 

Com o propósito de padronizar as doses seguras de DMSO que não causariam 

possíveis alterações ultraestruturais em nossas culturas de T. cruzi, um experimento foi 

conduzido tratando formas epimastigotas com três diferentes concentrações do diluente 

DMSO. Já havia sido identificado anteriormente neste estudo que a faixa segura de trabalho 

era em concentrações até 0,38% de DMSO. As formas epimastigotas (2x10
5
 parasitos x 

mL
-1

) foram tratadas e não-tratadas por 24 horas com DMSO, nas concentrações de 0,1; 0,5 

e 1%. Após o tratamento, foram processadas para análise de microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). As micrografias obtidas para os parasitos tratados aparecem na Figura 

31A-F, e as do controle não-tratado com DMSO são as mesmas apresentadas na Figura 28.  
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Figura 31. (A-F). Micrografias de epimastigotas tratadas com três concentrações de DMSO. (A-B). 

Tratamento com DMSO 0,1%. (A). Observam-se as organelas características desta forma evolutiva. 

Perfil mitocondrial preservado próximo à membrana plasmática. Ácidos calcissomos distribuídos 

no citoplasma (setas brancas). Cinetoplasto com kDNA preservado na porção mitocondrial entre 

núcleo e flagelo. (B). Perfil nuclear característico, com núcleo e cromatina preservados (seta preta). 

Mitocôndria e reservossomos íntegros. (C-D). Tratamento com DMSO 0,5%. (C). Cinetoplasto 

apresentando kDNA com ultraestrutura característica, posicionado entre núcleo e flagelo. Núcleo 

com nucléolo e cromatina íntegros. (D). Flagelo na bolsa flagelar. Cinetoplasto preservado. (E-F). 

Tratamento com DMSO 1%. Notam-se discretas alterações ultraestruturais na morfologia do 

parasito. Núcleo com heterocromatina condensada, com certa desestruturação do envoltório nuclear. 

Cinetoplasto elétron-denso. Mitocôndria exibindo dilatação. 
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A observação das micrografias evidenciou que, em concentrações inferiores a 0,5% 

de DMSO, é possível manter a estrutura celular do parasito de forma íntegra. Tal 

constatação está de acordo com estudos de atividade antiparasitária que empregam 0,5% de 

concentração de dimetilsulfóxido, sem comprometimento da viabilidade celular (KAISER 

et al., 2015). Porém, na concentração de 1% do diluente, surgem algumas alterações 

nucleares e discreto edema mitocondrial. Este resultado corrobora os dados obtidos pelo 

tratamento de epimastigotas com DMSO, utilizando o método do MTT, conforme mostrado 

na Figura 9, anteriormente. Como consequência, utilizou-se a concentração final de DMSO 

em contato com os parasitos na faixa de 0,1 a 0,3%, em todos os ensaios realizados nesta 

tese. Demonstramos, assim, que concentrações superiores a 1% do diluente empregado 

podem promover modificações ultraestruturais nos parasitos, prejudicando sua viabilidade. 

Por isso, os experimentos foram realizados numa faixa segura do diluente não tóxica às 

células, em concentrações cerca de dez vezes menor, garantindo-se dessa forma o 

excludente da interferência do DMSO utilizado nos ensaios. As observações realizadas 

neste estudo, onde claras alterações ultraestruturais ocorreram em epimastigotas de T. cruzi 

em contato com meios contendo concentrações finais de DMSO iguais a 1%, são de grande 

importância para pesquisas no desenvolvimento de novas moléculas com potencial anti-

chagásico, visto que encontramos na literatura diversos trabalhos onde concentrações finais 

de DMSO iguais ou maiores que 1% são utilizadas nos ensaios frente ao T. cruzi 

(CAPUTTO et al., 2011; NAVARRO et al., 2001), o que talvez esteja interferindo nos 

resultados de atividade observados para as moléculas avaliadas, colocando em dúvida a 

confiabilidade dos dados obtidos nesses estudos. Apesar de estudos de viabilidade celular 

de epimastigotas de T. cruzi frente a DMSO e etanol, em diferentes concentrações, estarem 

presentes na literatura (CEVALLOS et al., 2017), não encontramos precedentes de um 

estudo como o que realizamos neste trabalho, ou seja, com acompanhamento dos 

tratamentos do parasito, frente às diferentes concentrações de DMSO, por microscopia 

eletrônica de transmissão. No entanto não podemos deixar de mencionar que variações de 

sensibilidade ao DMSO podem estar relacionadas a determinados isolados ou condições de 

cultivo.  

 

Avaliação das alterações ultraestruturais em epimastigotas causadas por número de 

passagens indefinidas. 

 

Neste ponto da tese, está incluída uma consideração importante que esteve presente 

desde o início do trabalho, mas que vem apresentada após a abordagem da MET, para 

melhor compreensão. 

A observação das primeiras culturas de epimastigotas mantidas para o estudo foi 

feita em microscópio óptico, com aumento de 40x. No entanto, após várias passagens, foi 

possível verificar que as formas epimastigotas não mantinham algumas características: ora 

perdiam motilidade, ora apresentavam algumas deformações morfológicas que tornavam, 

no conjunto, a cultura duvidosa para a condução dos experimentos, sendo então 

descartadas. Quando isto ocorria, era necessário fazer o descongelamento de nova amostra, 

dentre as mantidas em nitrogênio líquido no laboratório. Por isso, a pergunta a ser 

respondida foi se as sucessivas passagens de culturas de epimastigotas causariam algum 

dano celular ao T. cruzi. Procedeu-se então um ensaio de MET para a observação do 

comportamento de parasitos com indefinidas passagens.  
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Para o ensaio, 2 x 10
5
 epimastigotas x mL

-1
 em fase exponencial de crescimento 

foram incubados e, após sete dias, os parasitos foram processados para o ensaio de MET, de 

acordo com os mesmos procedimentos já descritos anteriormente. Na Figura 32 estão 

representadas algumas imagens obtidas. 

 

  

  

Figura 32. (A-D). Imagens em Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) de cultura axênica 

de T. cruzi de indefinidas passagens mantida por sete dias, após inóculo. (A) Micrografia eletrônica 

mostrando visão geral da forma epimastigota de T. cruzi, com as organelas características deste 

parasito. (B). Nesta imagem, observa-se o cinetoplasto elétron-denso e presença de vacúolo 

citossólico, indicada pela seta preta. A mitocôndria dilatada e com perda de morfologia está 

sinalizada com a seta branca. (C). Micrografia evidenciando núcleo com a heterocromatina 

condensada, localizada em trechos do envoltório nuclear, indicada pelas setas brancas. 

Vacuolização citossólica indicada pela seta preta. (D). Perfil nuclear desorganizado, com 

desestruturação do envoltório nuclear (seta preta) e forte vacuolização citossólica, sinalizada com a 

letra V (setas brancas). 

 

Nas micrografias apresentadas na Figura 32, observa-se o aspecto pouco 

preservado dos parasitos, de uma forma geral. Embora a observação dos parasitos em 

microscopia óptica, em aumento de 40x, tenha sido capaz de evidenciar alguns aspectos, 

tais como perda de motilidade ou morfologia um tanto comprometida, a MET potencializou 

a visualização ultraestrutural do conjunto de alterações possíveis de ocorrer ao longo do 

tempo ,com as passagens indefinidas, tais como perda de morfologia nuclear, processo de 

vacuolização ou comprometimento do cinetoplasto, como visto nas imagens. Talvez estes 

fenômenos eram os responsáveis pela observação, em microscopia óptica, de um aspecto 

pouco saudável dos parasitos, o que resultava na avaliação insatisfatória da cultura para sua 

utilização nos experimentos. Ou seja, os resultados mostraram que os parasitos 
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provenientes de sucessivas passagens perdiam a integridade de algumas organelas e, talvez 

por isso, era observado por vezes um aspecto não homogêneo das culturas de 

epimastigotas, embora com viabilidade parasitária. O ensaio de MET foi determinante para 

a orientação deste estudo no tocante à padronização do número de passagens (repiques) dos 

parasitos empregados nos ensaios. Dessa forma, visando contornar este efeito e dispor de 

parasitos com o fenótipo celular o mais homogêneo possível para os experimentos, 

normalizou-se utilizar epimastigotas sempre com baixas passagens, de 2 a 10, no máximo, 

após o descongelamento. Este fato tem relevância no estudo, pois os parasitos, embora 

viáveis, poderiam estar mais vulneráveis aos compostos utilizados nos ensaios, o que 

mascararia a interpretação dos resultados. O modo como os epimastigotas foram isolados 

com baixas passagens está descrito nos Procedimentos Experimentais Biológicos, ao final 

da tese. 
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Discussão I 

 

Desenvolvimento de novos fármacos: reposicionamento  

 

O processo da identificação da atividade antiparasitária da nimesulida (3) sobre as 

três formas evolutivas de T. cruzi está alinhada com a tendência de estudos contemporâneos 

no tocante ao reposicionamento de fármacos. Tecendo considerações adicionais às inseridas 

na introdução desta tese, por entendermos a relevância do método, apresentaremos na 

sequência alguns pontos importantes sobre a inserção dos resultados obtidos no contexto do 

tema em tela. Com efeito, a prática da investigação do potencial de medicamentos presentes 

no mercado para tratamento de outras doenças gerou uma nova perspectiva na área da 

Farmacologia (BISGIN, 2012). O conceito de reposicionamento evoluiu a partir dos anos 

80, e vem sendo considerado a nova face da inovação farmacêutica (KAITIN, 2010). Desde 

então, diversos medicamentos foram empregados com sucesso em indicação terapêutica 

adicional, conforme ilustrado na Tabela 6. A Figura 33 apresenta a variedade estrutural 

destes fármacos reposicionados. 

 
Tabela 6. Alguns fármacos reposicionados de sua indicação terapêutica original. 

 

Fármaco Indicação terapêutica  Nova indicação  

Zidovudina (AZT) Câncer HIV/AIDS 

Topiramato Epilepsia Enxaqueca 

Milnaciprano Depressão Síndrome de fibromialgia 

Minoxidil Hipertensão Queda de cabelos 

Lidocaína Anestésico Arritmia 

Adaptado de NOVAC, 2013. 
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Figura 33. Variedade de estruturas químicas de alguns fármacos reposicionados. 
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Ademais, dentre as diferentes abordagens empregadas para o desenvolvimento de 

fármacos, a estratégia de reposicionamento é a que proporciona menor tempo de 

desenvolvimento com riscos mais baixos. Em geral, a redução de tempo nas etapas de 

desenvolvimento de um fármaco pode vir associada ao aumento do risco (ASHBURN e 

THOR, 2004). O reposicionamento contorna este problema, pois o candidato a ser 

reposicionado já foi testado em vários estágios e, portanto, apresenta perfil 

farmacocinético
16

 e de segurança bem conhecidos. Uma vez realizados previamente 

diversos estudos para o medicamento tais como, otimização de estrutura química, triagem 

de testes in vitro e in vivo, toxicologia, desenvolvimento de formulação, dosagens, 

processos de fabricação, etc., a rota clínica a ser construída para a sua nova utilização 

encontra um caminho melhor pavimentado. Outro aspecto interessante do reposicionamento 

é a aposta na introdução clínica de fármacos já utilizados, mas agora para finalidades 

terapêuticas graves, oferecendo medicina segura, por exemplo, para a moléstia do câncer 

(NOVAC, 2013; CHONG, 2007). Um dos mais sérios problemas dos medicamentos contra 

o câncer consiste nos efeitos colaterais que produzem, diminuindo a qualidade de vida dos 

pacientes. A maioria dos medicamentos reposicionados possui efeitos colaterais menores, 

quando comparados com outros fármacos anticancerígenos. Dessa forma, diversos 

trabalhos têm celebrado o sucesso de propostas de inovação para o tratamento do câncer, no 

âmbito da reorientação medicinal de fármacos aprovados. O conhecido triazol antifúngico 

itraconazol possui ação biológica bem estabelecida (WARNOCK, 1989 apud SHIM, 2014), 

no entanto, foi descrita também sua ação anticancerígena, devido à atividade 

antiangiogênica apresentada (CHONG, 2007). Igualmente acontece com a digoxina, 

desenvolvida para disfunções cardíacas (BELARDINELLI, 1979); posteriormente estudos 

indicaram a sua bioatividade anticâncer (STENKVIST, 1982). Assim, o reposicionamento 

para utilização no tratamento de câncer pode ser uma boa estratégia terapêutica do ponto de 

vista do bem estar do paciente (SHIM, 2014). Em outras linhas distintas, podemos citar 

mais alguns exemplos bem conhecidos. O citrato de sildenafil, desenvolvido pela Pfizer 

inicialmente para tratamento de hipertensão, não alcançou o efeito desejado. Mais tarde, 

pesquisadores desta empresa identificaram fortuitamente um efeito colateral interessante do 

sildenafil, e reposicionaram sua indicação médica para o tratamento de disfunção erétil 

masculina, nos anos 2000, sendo imediatamente aprovado pelo FDA (JIN e WONG, 2013; 

ASHBURN e THOR, 2004). Bastante citado também é o caso da talidomida, que surgiu no 

mercado em 1957 com indicação para tratamento antiemético durante a gravidez. Efeitos 

colaterais graves surgiram em mais de 12 mil crianças que nasceram com anormalidades 

nos membros, decorrentes do uso da substância pelas mães, o que resultou na retirada do 

medicamento do mercado. Estudos posteriores mostraram que o composto era um 

enantiômero e que apenas um dos isômeros era responsável pelos efeitos teratogênicos; 

porém, como os dois isômeros se interconvertem, este foi o risco de empregar a substância 

em mulheres férteis (FABRO et al., 1967). Mais tarde, foi proposto com sucesso o 

reposicionamento da talidomida para o tratamento de uma complicação dolorosa de lepra e 

tuberculose (MATTHEWS e McCOY, 2003). Outros estudos foram feitos com a 

                                                             
16

 A farmacocinética estuda como as taxas de circulação da substância comportam-se nos sistemas biológicos 

e como são afetadas pela ADMET (Absorção, Distribuição, Metabolismo, Eliminação e Toxicidade). In: 

ASHBURN e THOR, 2004. 
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talidomida para o tratamento da síndrome de Kaposi e do mieloma múltiplo (DI PERSIO et 

al., 2009). A empresa biofarmacêutica Celgene obteve receita de cerca de US$ 550 

milhões, em 2008, com vendas de talidomida e, ao que parece, há mais estudos em 

andamento para reposicionar a substância (ARROWSMITH e HARRISON, 2012). Assim, 

a talidomida e o sildenafil são exemplos bem sucedidos para a indústria farmacêutica, 

devido às extraordinárias receitas geradas com seu reposicionamento (NOVAC, 2013). 

Adicionalmente, no tocante ao viés custo-benefício, a metodologia posiciona-se como a 

melhor escolha para o desenvolvimento de fármacos, conforme indicado na Figura 34 

(ASHBURN e THOR, 2004).  

 

 

Figura 34. O risco versus benefício entre diferentes estratégias no desenvolvimento de fármacos. O 

reposicionamento apresenta melhor desempenho, pois o candidato já passou por vários estágios de 

desenvolvimento, sendo entidade já comercializada. Apresenta-se mais vantajoso ainda, pois 

oferece retorno de investimento mais rápido que os fármacos reformulados, sob licença, “de novo” 

ou aqueles de pequenos mercados. A descrição das estratégias está nos anexos. Adaptado de 

ASHBURN e THOR, 2004. 

 

Em 2012, diversas companhias farmacêuticas, como Pfizer, AstraZeneca, Abbot, Eli 

Lilly, dentre outras, começaram a integrar um programa global de reposicionamento de 

fármacos no NCATS (do inglês National Center for Advancing Translational Sciences), 

órgão pertencente ao NIH (do inglês National Institutes of Health), com o objetivo de 

encontrar novos usos terapêuticos para moléculas conhecidas. À medida que mais empresas 

farmacêuticas exploram a farmacopeia existente para reposicionar candidatos, cresce o 

número de casos de sucesso no emprego da estratégia (PADHY e GUPTA, 2011). Com 

relação às DTNs, existem diversas iniciativas acadêmicas, sem fins lucrativos, visando o 

tratamento destas doenças através de propostas de reposicionamento. São modelos open-
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source que permitem o compartilhamento de dados, recursos, moléculas, bibliotecas, bem 

como plataforma de triagem, na busca de novas indicações para medicamentos antigos, 

com a cooperação de todas as partes interessadas (ALLARAKHIA, 2013).  

No tocante ao reposicionamento de AINEs, a realidade não é diferente. 

Pesquisadores concentram esforços para identificar novas ações para esta classe de 

fármacos, e também para elucidar as vias metabólicas associadas ao novo emprego 

proposto. Estudos evidenciaram que o uso do anti-inflamatório não-esteroidal ibuprofeno 

está associado a uma redução de 30-60% no risco de desenvolvimento de câncer (PAULO e 

PETER, 2015). Apesar de os AINEs terem sua ação ligada à inibição da ciclo-oxigenase, 

enzima envolvida na resposta inflamatória, não parece ser por esta via que o ibuprofeno 

atua na prevenção do estabelecimento futuro da doença. As linhas de pesquisa têm 

sustentado a hipótese de que a propriedade quimiopreventiva associada ao ibuprofeno vem 

de fatores complexos e independentes da via da inibição de COX, por caminhos 

alternativos de vias reguladoras do ciclo celular e de apoptose (PAULO e PETER, 2015). 

Torna-se consensual e promissora, portanto, a concepção de utilizar um medicamento anti-

inflamatório para prevenir o mal do câncer, do que tratá-lo de maneira mais agressiva ao 

paciente, quando a enfermidade já está estabelecida. 

Um vasto número de compostos desenvolvidos, incluindo AINEs, encontra-se sem 

utilização, por diferentes motivos. Por isso, é necessário debruçar esforços para explorar o 

rico substrato disponível empregando a estratégia de reaproveitamento desses compostos. 

Estimativas apontam para cerca de 2000 substâncias que falharam e que continuam nas 

prateleiras das indústrias, sendo que este número cresce a uma taxa de 150-200 novos 

fármacos a cada ano (ARROWSMITH e HARRISON, 2012). Se o conhecimento das 

doenças avança indefinidamente, cabe conduzir estudos constantemente sobre tais 

moléculas já construídas.  

Neste contexto, entendemos que o presente estudo pode abrir caminhos para uma 

nova ação terapêutica do AINE nimesulida (3). Este foi o motor da tese, no sentido de 

identificar a sua provável atividade tripanocida, visando o aproveitamento de suas 

conhecidas propriedades para o tratamento de uma doença negligenciada. Os resultados 

obtidos para atividade antiparasitária do NIM (3) foram bem satisfatórios, quando 

comparados ao efeito causado pelo benznidazol (2). A triagem da ampla faixa de 

concentração inicialmente testada revelou que o fármaco (3) atua na inibição do 

crescimento das formas epimastigotas de maneira expressiva, em concentações bem 

menores que 100 µg x mL
-1

, evidenciado na concentração inibitória expressa em torno de 4 

µg x mL
-1

 (Tabela 4). Este dado é bem promissor quando comparado ao fármaco de 

referência (2) que apresentou no mesmo teste controle CI50 1 µg x mL
-1

. Outro aspecto a ser 

destacado foi o tempo de início da atuação tóxica da nimesulida (3) em relação ao BZN (2). 

Ambos os fármacos demonstraram atividade tóxica durante o tratamento overnight. Isto 

ressalta outra vantagem da nimesulida (3) sobre o benznidazol (2), qual seja, o fato de agir 

sobre o T. cruzi com igual tempo de ação que o BZN (2) e não ser genotóxico como este. 

Além da ação sobre o epimastigota, o AINE (3) foi potencialmente maléfico às formas 

tripomastigotas, fato observado por nove dias, ao longo do tratamento desta forma 

evolutiva com o fármaco (3). Conhecidamente, os dias de pico de liberação das 

tripomastigotas dos macrófagos infectados são o sétimo e nono dias, após a infecção 

(PAIVA et al., 2012). Na nossa leitura dos resultados encontrados, o fármaco (3) foi 

significativamente tão eficaz quanto o BZN (2), em ambos os dias de liberação. Mais: a 
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proliferação das amastigotas foi prejudicada na presença de NIM (3), que apresentou na 

análise o mesmo resultado estatístico que o BZN (2). Por último, um aspecto a ser 

considerado é que, dentre os malefícios causados pelos parasitos no curso da DC, estão os 

processos inflamatórios. O parasitismo tissular cardíaco persistente causa sérias 

complicações inflamatórias, acarretando danos miocárdicos irreversíveis (BONNEY e 

ENGMAN, 2008). Neste sentido, a utilização de um fármaco anti-inflamatório pode ser 

vantajosa para a amenização dos danos inflamatórios causados aos pacientes, na fase 

crônica da doença. Desta forma, acreditamos na proposta de potencial condição da 

nimesulida (3) ser empregada para finalidade terapêutica antichagásica, em acordo com a 

temática global de reposicionamento de fármacos. 

Fármacos nitroaromáticos 

Uma ferramenta que a literatura segue como tendência de pesquisa para o 

tratamento de doenças negligenciadas é a exploração de estruturas químicas semelhantes às 

dos fármacos clássicos utilizados. O estudo de relação estrutura-atividade (SAR, do inglês 

Structure-Activity Relationship) constitui instrumental importante para o desenvolvimento 

de precursores de novas substâncias, potencialmente ativas e candidatas. Com efeito, o 

desenvolvimento da quimioterapia antiparasitária provém, em muitos casos, da criteriosa 

triagem de bibliotecas sintéticas ou naturais de compostos com semelhanças estruturais 
entre si (COURA e CASTRO, 2002).  

Dentro da abordagem SAR, destacam-se os estudos das estruturas que possuem 

grupamento nitro (NO2) ligado diretamente a um sistema de anel aromático. Esses 

compostos podem sofrer redução em sistemas biológicos por ação das enzimas 

nitrorredutases, gerando produtos instáveis capazes de reagir com as biomoléculas 

(PATTERSON e WYLLIE, 2014). Substâncias aromáticas contendo porção NO2 são 

utilizadas no tratamento de diversas doenças, como mal de Parkinson, angina, insônia, 

dentre outras (MATTILA e LARNI, 1980), além de serem amplamente empregadas como 

agentes terapêuticos contra uma variedade de infecções causadas por protozoários e 

bactérias (RAETHER e HANEL, 2003). Os dois medicamentos utilizados contra a DC, 

nifurtimox (1) benznidazol (2), possuem o grupamento nitroaromático em suas estruturas 

químicas. 

Diversos trabalhos evidenciaram a atividade tripanocida de compostos nitro 

aromáticos, o que pode sugerir a importância da porção NO2 para o tratamento do mal de 

Chagas (ZHOU et al., 2013; VOAK et al., 2013; PATTERSON et al., 2013). Apesar da 

possibilidade da presença deste grupamento resultar em alguns processos nocivos aos 

sistemas biológicos (WALSH e MIWA, 2011), a toxicidade pode ser contornada pelo 

monitoramento dos efeitos colaterais e por medidas terapêuticas. Dessa maneira, é possível 

proporcionar uma relação custo/benefício satisfatória, o que justifica a sua utilização na 

quimioterapia antiparasitária (TRUONG, 2009). Porém, destacamos que os dados de 

citotoxicidade encontrados em nosso estudo indicaram que a nimesulida (3) não 

demonstrou efeitos nocivos sobre as células empregadas nos experimentos (macrófagos, 

linfócitos e LLCMK2). Os compostos nitroaromáticos são alvo de diversos estudos 

justamente pelo seu potencial nocivo, restando a habilidade de orientar sua ação tóxica para 

o agente infeccioso, sem prejuízo do hospedeiro.  

Os resultados encontrados para a nimesulida (3) indicaram ser fundamental a 

presença do grupamento NO2 na estrutura para a sua ação tóxica frente ao parasito. O fato 
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ficou demonstrado com a perda significativa de atividade contra o T.cruzi quando esta 

porção funcional foi substituída por um grupo amino (NH2). O substituinte nitro presente 

na estrutura da nimesulida (3) relaciona este AINE ao fármaco de referência, benznidazol 

(2), sendo sugestivo em relação ao provável mecanismo de ação tóxica do NIM (3) frente 

ao T. cruzi, visto a morte parasitária só ocorrer quando este grupo está presente na estrutura.  

O modo de ação dos fármacos nitroaromáticos passa pela formação de espécies 

radicalares instáveis prejudiciais à sobrevivência do parasito. O nifurtimox (1) e o BZN (2) 

são pró-fármacos, por isso precisam ser ativados por enzimas do parasito, as quais atuam 

através da geração de radicais livres ou de moléculas ligadas ao protozoário (HALL e 

WILKINSON, 2011; MAYA et al., 2007). O T. cruzi é muito susceptível aos danos 

celulares causados pelos metabólitos radicalares gerados, uma vez que, as enzimas de 

eliminação dos sub-produtos formados estão ausentes, ou possuem baixa atividade, no 

protozoário (MAYA et al., 2007). Outro alvo terapêutico importante é a cadeia respiratória 

do parasito devido às várias diferenças com o complexo enzimático do hospedeiro (MAYA 

et al., 2007). A proposta de mecanismo de ação para ambos os medicamentos se dá por vias 

distintas (WILKINSON et al., 2008). Na atividade do nifurtimox (1) estão envolvidas as 

enzimas nitrorredutases tipo I e tipo II (NTR I e NTR II), presentes no parasito (Figura 35).  
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Figura 35. Nifurtimox (1) como gerador de espécies reativas de oxigênio. Adaptado de 

PATTERSON e WYLLIE, 2014. 

 

As nitrorredutases tipo II fazem a redução do nitrofurano (1) pela doação de um 

elétron formando o nitro-ânion radical correspondente, com a conversão do oxigênio 

molecular, presente no meio biológico, no ânion-radical superóxido (O2
-.
). Esta espécie 

reativa de oxigênio (ROS, do inglês Reactive Oxygen Species) torna-se substrato da enzima 

superóxido-desmutase (SOD, do inglês Superoxide Desmutase) que catalisa sua 

dismutação em oxigênio molecular e peróxido de hidrogênio (H2O2), outra ROS, ao mesmo 

tempo em que é regenerado o fármaco (MASON e HOLTZMAN, 1975). Esta por sua vez, 

pode sofrer duas transformações. Pela via aeróbica, a redução intracelular do nifurtimox (1) 

para gerar (O2
-.
) e H2O2 parece ser o principal mecanismo contra o T. cruzi (DO CAMPO e 

STOPPANI, 1980). Na via anaeróbica, a presença da enzima triponationa redutase, 

converte o peróxido em água, pela oxidação da tripanotiona, da sua forma reduzida T(SH2) 

a TS2 (Figura 36) (ARIYANAYAGAM e FAIRLAMB, 1999). Outra possibilidade, é o 

peróxido oxidar íons ferrosos dos sistemas microssomais, com a consequente geração de 
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radicais hidroxila (
.
OH), os quais podem ligar-se a lipídeos, proteínas, DNA e, portanto, 

causar efeitos nocivos ao T. cruzi (BOIANI et al., 2010).  

 

 

Figura 36. Esquema do equilíbrio entre a forma oxidada (TS2) e reduzida {T(SH)2} da tripanotiona, 

presente unicamente nos tripanossomatídeos. O processo de redução ocorre com a catálise da 

enzima tripanotiona redutase. O processo de oxidação ocorre espontaneamente pela ação oxidante 

de espécies reativas de oxigênio (ROS). Adaptado de VIODÉ et al., 1999. 

 

Por sua vez, a descoberta da ação tripanocida do benznidazol (2) deu-se sem 

entender muito bem o seu mecanismo de atividade, o que vem sendo elucidado ao longo 

dos anos (CERECETTO e GONZALEZ, 2002; TROCHINE, 2014). A sua via de ação 

parece ser diferente da do nifurtimox (1). O motivo seria causado pelo menor potencial 

eletroquímico para redução da subunidade 2-nitroimidazol do BZN (2) em relação ao 5-

nitrofurano (1). Com isso, a produção de uma concentração de ânion-radical superóxido 

seria baixa o suficiente para que o parasito efetuasse a detoxificação por si próprio (DO 

CAMPO, 1990). A atividade biológica de (2) tem sido proposta como mediada por 

intermediários reduzidos, que se ligam covalentemente a moléculas como lipídeos, 

proteínas e DNA, in vivo, ao invés da preferência pela via de radicais livres e formação de 

espécies reativas de oxigênio, como no caso do nifurtimox (1) (DE TORANZO et al,1988 e 

MAYA et al, 2007). Mais tarde, MAYA e colaboradores (2003) sugeriram outro alvo, a via 

da tripanotiona. A tripanotiona é um tiol exclusivamente encontrado em tripanossomatídeos 

e essencial para a viabilidade do T. cruzi (MITSCHER et al., 2012). A função deste tiol é a 

eliminação dos radicais livres e a desintoxicação de diversas substâncias nocivas. Uma vez 

ativada, esta enzima desencadeia uma cascata de eventos responsáveis pela neutralização de 

espécies reativas de oxigênio, mantendo um ambiente redutor no interior do parasito, 

protegendo-o contra o estresse oxidativo (SCHMIDT et al., 2002 apud OLIVEIRA et al., 

2008). A transferência de um elétron para o nitro-aril causa sua desproporcionação para 

gerar um nitroimidazol e um nitrosoimidazol, que se liga de forma irreversível à 

tripanotiona. Dessa forma, a enzima tripanotiona redutase é considerada um alvo molecular 

importante para o planejamento de inibidores a serem utilizados no tratamento da doença 

de Chagas (SCHMIDT et al., 2002 e CHIBALE e MUSONDA, 2003 apud OLIVEIRA et 

al., 2008). Uma característica da bioquímica do T. cruzi é a utilização da tripanotiona em 

substituição à glutationa do sistema redox de defesa das células hospedeiras (FAIRLAMB e 

CERAMI, 1992). Por isso, a inibição desta via torna o parasito mais vulnerável à ação de 

agentes tripanocidas. Outro possível mecanismo do benznidazol (2) é pela via de sua 

conversão a uma N-aril-hidroxilamina, similar ao do nifurtimox (1). Assim, após uma 

sucessão de reações não-enzimáticas, é formado um metabólito que contém uma 
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subunidade guanidina e uma molécula de glioxal, que possui propriedades citotóxicas 

contra o T. cruzi, pela formação de adutos com diversas biomoléculas (PATTERSON e 

WYLLIE, 2014; HALL e WILKINSON, 2011). Tais mecanismos estão resumidos na 

Figura 37. 
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grupamento nitro do composto nitroimidazol (2) é reduzido por nitrorredutase aos metabólitos 
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molécula de glioxal e um derivado guanidínico. Adaptado de PATTERSON e WYLLIE, 2014. 

 

Neste panorama de especulações mecanísticas, é preciso considerar também a 

importância do papel da porção nitro da molécula da nimesulida (3) no seu efeito sobre o T. 

cruzi. Pelo que vimos, tal grupo químico em sistemas biológicos pode ser reduzido pelas 

enzimas nitrorredutases. O processo inicia com uma reação catalisada pelo 

NADPH/NADH-nitrorredutase, que atua no grupo NO2 produzindo o ânion radical 

intermediário (MORENO et al., 1982).  

As espécies radicalares intermediárias formadas parecem ter sido fundamentais para 
a atividade da nimesulida (3), uma vez que a nimesulida reduzida (4), no qual o grupo nitro 

dera lugar ao grupo amino, perdeu substancialmente a atividade. A formação do ânion 

radical nitro reativo, sob ação das NTR, pode ter desencadeado a produção de diversas 

espécies reativas de oxigênio ou de outras biomoléculas instáveis, causando danos ao T. 

cruzi, fato que não ocorreu com a nimesulida reduzida (4). A capacidade da nimesulida 

para gerar espécies radicalares tóxicas foi demonstrado por SQUELLA e colaboradores 

(1999) no estudo da redução eletroquímica do fármaco, demonstrando ainda a capacidade 

do nitro-ânion-radical formado interagir com GSH (glutationa na forma reduzida) e bases 

do DNA (e.g. adenina). Mais recentemente, trabalhos descrevem a capacidade da 

nimesulida em promover estresse oxidativo celular (SINGH et al., 2010; ONG et al., 2006), 

o que sugere o envolvimento deste fármaco na formação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), tornando-o atraente para estudos de sua atividade antiparasitária.  
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Ressaltamos que as NTR nos tripanossomatídeos não possuem, intrinsecamente, a 

função de reduzir nitroaromáticos exógenos. Na verdade, este conjunto de enzimas é 

essencial para a virulência dos parasitos, com implicações na resistência aos medicamentos. 

Dessa forma, as NTR tornam-se também alvos de potenciais fármacos (ALSFORD et al., 

2012) e, talvez, a nimesulida (3) possa ter agido nesta via. Porém, a elucidação do 

mecanismo precisa ser melhor estudada, pois por ser uma molécula pequena é possível que 

a nimesulida (3) possua outros alvos moleculares capazes de interação. Deste modo, 

considerar a possibilidade do grupo nitro ter sido reduzido enzimaticamente parece gerar 

boas perspectivas para o emprego da nimesulida (3), uma vez que parece exercer seus 

efeitos tóxicos em vias importantes para a viabilidade parasitária. Além disso, como os 

mamíferos não possuem atividade de NTR’s não-sensíveis à presença de oxigênio (NTR do 

tipo I), como ocorre em células de tripanossomatídeos e de bactérias (WILKINSON et al., 

2011; HALL et al., 2010) são menos sucetíveis aos efeitos citotóxicos de um fármaco que 

atua através desta via de ativação. O conjunto de especulações nos levou a crer que a 

presença do grupamento nitroaromático da nimesulida (3) foi determinante para a atividade 

da molécula. Se há inúmeros esforços de pesquisa sendo feitos no sentido de aprofundar na 

potencialidade biológica de compostos com grupo nitro sobre tripanossomatídeos, e se o 

reposicionamento é uma ferramenta adotada globalmente para agilizar este conhecimento, 

entendemos que o presente estudo contribui neste cenário colocando a nimesulida (3) como 

fármaco promissor no tratamento de DC. Ainda: compostos híbridos poderão ser propostos 

a partir de nimesulida (3) e outras substâncias de reconhecida ação antiparasitária, a fim de 

gerar novas famílias de moléculas potencialmente ativas. 

Além disso, há um segundo aspecto estrutural que pensamos ter contribuído no 

tratamento anticruzi, qual seja a presença do grupo sulfonamida no composto, o que 

acentuaria a seletividade do fármaco (3). Estudos suportam que, dentre os grupos 

estruturais que apresentam maior seletividade à ciclo-oxigenase, estão compostos contendo 

grupos metilsulfonil e sulfonamida (FAMAEY et al., 1997). De fato, a ação da nimesulida 

(3) dá sinais de ocorrer também pela interação da sua porção sulfonamida com um resíduo 

de arginina, em uma cavidade hidrofílica da enzima (RUELA et al., 2009). Pode ser, então, 

que além do grupo nitro presente na estrutura da nimesulida (3), também a porção 

sulfonamida potencializaria a sua ação antiparasitária, por interação de resíduos deste 

aminoácido, o que foi sentido já no tratamento overnight, conforme demonstrado neste 

estudo. O fundamento desta suposição encontra-se no trabalho de NANAVATY et al. 

(2016). Desta vez, a via de ação sugerida para a ação tripanocida da família sintetizada foi a 

da tubulina, importante para a motilidade do parasito (HEALD e NOGALES, 2002; 

WERBOVETZ, 2002). Os autores planejaram e testaram uma série de sulfonamidas em 

suas atividades in vitro e in vivo contra TC, analisando os efeitos produzidos de acordo com 

as modificações estruturais estabelecidas. Dentre as análises que realizaram, puderam 

inferir, dentre outros pontos, que a presença de um grupo retirador de elétrons nas posições 

2 e 4 da sulfonamida é um aspecto importante para incrementar a ação tripanocida. Este 

dado vem de encontro com a estrutura da nimesulida (3), uma vez que a molécula apresenta 

como característica estrutural grupos retiradores de elétrons nas posições 2 e 4 da 

sulfonamida. Quiçá este fator tenha contribuído também para o resultado encontrado. 

Por último, outro componente da equação modo de ação dos AINEs é a 

consideração que a nimesulida (3), assim como os outros fármacos da classe, possui 

diferentes vias de atuação, com destaque para a da ciclo-oxigenase (FORREST e 
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BROOKS, 1988). O principal mecanismo sobre a enzima parece ser a inibição da sua 

atividade e, consequentemente, da cascata do ácido araquidônico, responsável pela síntese 

de substâncias envolvidas no processo de inflamação, como as prostaglandinas (PG) 

(PRESTON et al., 1989; VANE, 1971). Dessa forma, a inibição da COX reduz a síntese de 

PGs e desvia o ácido araquidônico para a via da lipo-oxigenase, com formação de 

leucotrienos. Isto causa uma vasoconstrição na mucosa gástrica aumentando a formação de 

radicais livres resultantes da peroxidação lipídica, causando lesão na mucosa gástrica 

(BJARNASON e THJODLEIFSSON, 1999). Na análise custo/benefício, embora tenham 

sido reportados danos gástricos e hepáticos (MINGATTO et al., 2000; BOELSTERLI et 

al., 1995) durante administração de alguns AINEs, a severidade associada ao uso destes 

medicamentos é variável, sendo mais incidente com a idade avançada (TRAVERSA, 2003; 

RAINSFORD, 1999). Vantajosamente, os danos ulcerogênicos gástricos provocados por 

três AINEs clássicos (indometacina, diclofenaco e naproxeno) foram maiores quando 

comparados aos causados pelo NIM (3) (GODESSART e SALCEDO, 1996). Até os anos 

90, acreditava-se que só havia um tipo de ciclo-oxigenase, a COX-1, constitutivamente 

expressa em muitas células e tecidos. Mais tarde, descobriu-se que a COX existe em duas 

isoformas: a COX-1, constitutiva, e a COX-2, indutível. Fármacos que inibem 

seletivamente a isoforma COX-2 são menos propensos a causar os efeitos adversos 

oriundos daqueles que atuam na inibição da COX-1, com melhor panorama de eficácia e 

mais baixa toxicidade, equilíbrio que deve ser considerado entre os benefícios e os efeitos 

colaterais dos AINEs (JONES, 2001). Foi descrito que a COX-2, codificada por um gene 

diferente da COX-1, é seletivamente induzida por citocinas pró-inflamatórias no local da 

inflamação. A COX-2 é quase indetectável em condições fisiológicas, no entanto sua 

expressão é consideravelmente aumentada durante a inflamação. Isso pode indicar que sua 

produção é induzida mediante estímulos. A expressão da enzima COX-2 é seletivamente 

bloqueada pelos AINEs. A descoberta da COX-2 fez supor que a toxicidade associada aos 

AINEs era causada pela inibição da COX-1, enquanto as propriedades anti-inflamatórias 

eram provocadas pela inibição da COX-2 (SEIBERT e MASFERRER, 1994). De tal forma 

que se postulou a COX-1 constutivamente expressa na maioria dos tecidos, como uma 

enzima de manutenção, com o propósito de produzir PGs em resposta aos estímulos 

hormonais reguladores de processos fisiológicos. Hoje, sabe-se que a COX-2 também é 

constitutivamente expressa em alguns tecidos, que as prostaglandinas derivadas da COX-1 

também participam da inflamação e que a reserva de COX-1 não é suficiente para evitar a 

toxicidade gastrointestinal (ROUZER e MARNETT, 2009).  

Somada à ação do NIM (3) sobre o complexo enzimático COX no paciente, agindo 

beneficamente no seu processo anti-inflamatório, ressaltamos neste ponto um estudo de 

nosso grupo no qual ficou demonstrado que dois AINEs, aspirina e indometacina, 

apresentaram potencial capacidade de controlar a replicação do T.cruzi, inibindo a 

parasitemia em camundongos infectados, pela via de inibição da COX (FREIRE-DE-LIMA 

et al., 2000). Portanto, temos outra possibilidade de via de ação da nimesulida (3) a ser 

especulada, qual seja interferindo na via da ciclo-oxigenase, uma enzima importante para a 

replicação e sobrevivência do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Neste contexto, 

torna-se promissora a consideração de que, como a DC produz complicações inflamatórias 

cardíacas no paciente, a utilização de nimesulida (3) na terapêutica favorece a medicina 

anti-inflamatória com menos danos gástricos que outros AINEs, ao mesmo tempo em que 

atua sobre a parasitemia.  
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Neste estudo comprovou-se ainda que a nimesulida (3) provoca a morte do parasito 

por ambas as vias, apoptótica e necrótica, de maneira mais intensa que o benznidazol (2), 

conforme observado na dupla marcação no ensaio de citometria de fluxo. Essa via de morte 

foi confirmada pelas alterações ultraestruturais evidenciadas na análise por microscopia 

eletrônica de transmissão. Os diversos fenômenos observados em diferentes organelas no 

parasito tratado ocorrem, uns em apoptose e outros, em necrose. Por isso, o efeito causado 

leva a crer que ambas as vias são possíveis, o que é previsto na literatura (MENNA-

BARRETO, et al., 2009). Tanto um aumento de volume celular, com edema de algumas 

organelas, quanto presença de fragmentos observados no citossol podem indicar 

características presentes na necrose e/ou na apoptose, conforme esquematizado na Figura 

38. 

 

 
Figura 38. Características morfológicas de morte celular. Adaptado de GRIVICICH et al., 2007. 

 

De fato, estudos sobre os efeitos ultraestruturais nas organelas dos parasitos, como 

mitocôndria, cinetoplasto, núcleo, reservossomos, ácidos calcissomos, etc., têm sido úteis 

na investigação dos alvos e mecanismos acerca dos novos compostos quimioterápicos 

propostos (RODRIGUES e DE SOUZA, 2008). No entanto, MENNA-BARRETO et al. 

(2009) afirmam que, com relação ao T. cruzi, ainda não há muitos dados reportados sobre o 

caminho de morte celular provocado pelos diferentes agentes quimioterápicos. Múltiplas 

alterações de morte por necrose e/ou apoptose são passíveis de serem observadas na 

quimioterapia de Chagas. Há indícios de morte por alterações na organização de cromatina 

ou pela presença de figuras de mielina e formação de corpos autofagossômicos, sugerindo 

um processo de morte autofágica, característica de necrose. Pode ocorrer também formação 

de bolhas na membrana e alterações na cromatina, indicativos de “apoptosis-like”. Outras 

vezes, há ruptura da membrana plasmática, o que sugere morte por necrose. Mas um 

complexo de alterações observadas faz crer na ocorrência de mais de um caminho de morte 

na célula, quando tratada com diferentes compostos químicos (MENNA-BARRETO et al., 

2009). Em nosso estudo, a análise de microscopia eletrônica de transmissão das formas 

epimastigotas axênicas revelou a integridade do parasito, conforme mostrado na Figura 28, 
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quando comparado à literatura, na Figura 29 (DE SOUZA, 2008). Por sua vez, os ensaios 

de MET em epimastigotas de T. cruzi tratados com nimesulida (3) demonstraram alterações 

ultraestruturais importantes nos parasitos, principalmente na membrana mitocondrial, com 

perda de morfologia, prejudicando a sua viabilidade. Como os eventos apoptóticos iniciam 

na mitocôndria, com perda de potencial de membrana e ativação de caspases (DONNELLY 

et al., 2000), as alterações observadas nesta organela podem sugerir a ocorrência deste tipo 

de morte celular. Além disso, observamos forte compactação do cinetoplasto, conforme 

mostrado na Figura 30. Com efeito, a técnica de microscopia eletrônica de transmissão tem 

se mostrado uma poderosa ferramenta na elucidação de efeitos nocivos à ultraestrutura de 

T. cruzi, auxiliando na investigação de novos potenciais fármacos para o tratamento de DC 

(VANNIER-SANTOS e CASTRO, 2009). Quanto ao processo de morte celular, como 

falamos acima, o tratamento de T.cruzi com compostos químicos ativos causa sua morte 

celular por diferentes vias. As alterações mitocondriais são comuns tanto na necrose quanto 

na apoptose, sendo que no caso de necrose, há um aumento de vacuolização citoplasmática 

(MENNA-BARRETO et al., 2009), fenômeno observado em nosso trabalho. Além disso, 

dados na literatura demonstram que os reservossomos desempenham papel importante para 

a integridade do T. cruzi e, uma vez afetados, o metabolismo lipídico do parasito fica 

prejudicado ou ainda pode ter início um processo proteolítico, resultando em morte celular 

(MENNA-BARRETO et al., 2009). Neste estudo, observamos que o tratamento das formas 

epimastigotas com nimesulida (3) provocou uma nítida desorganização dos reservossomos, 

apontando para um desequilíbrio do metabolismo do parasito, prejudicando a sua 

sobrevivência. Outro aspecto ultraestrutural revelado foi o padrão anormal de distribuição 

de heterocromatina na forma epimastigota tratada, indicando danos causados pelo 

composto nesta organela, num processo sugestivo de apoptose (DO CAMPO et al., 1977). 

Desta forma, acreditamos que os efeitos ultraestruturais observados, após o tratamento com 

nimesulida (3), apontam para morte celular por apoptose e necrose. Isto alinha-se com os 

resultados obtidos na técnica de citometria de fluxo, que indicaram haver morte celular por 

ambas as vias, conforme observamos na Figura 26.  

Deveras, muitos estudos têm mostrado a complexidade na forma como os fármacos 

nitro aromáticos clássicos agem sobre o T. cruzi, sem contudo identificarem 

especificamente os alvos biológicos exatos, seja do nifurtimox (1) ou do benznidazol (2). O 

próprio argumento de ação das nitrorredutases precisa ser melhor compreendido. A 

identificação de quatro isoformas de SOD dependentes de ferro nestes parasitos, presentes 

na mitocôndria, citossol e glicossomos, pode indicar uma correlação também entre 

atividade de SOD em tripanossomatídeos e sua resistência a fármacos (WILKINSON et al., 

2006). Ou seja, não parece simples a compreensão da versatilidade com que o T. cruzi sofre 

a ação de fármacos nitroaromáticos e, ao mesmo tempo, desenvolve resistência a estes. 

Talvez isto responda à pergunta deste estudo. A constatação de ocorrência de ambas as 

formas de morte celular, observadas na análise por citometria de fluxo, além das várias 

alterações estruturais na análise por MET, apontam para um atributo importante da 

nimesulida (3), a sua reposição como novo fármaco para agir sobre o T. cruzi, uma vez que 

pode ser capaz de interferir em vias múltiplas ou distintas das já reconhecidas pelos 

parasitos, em seus mecanismos de toxicidade e resistência. De maneira adicional, como a 

inibição da síntese de protaglandinas parece ser o principal caminho de ação dos AINEs 

(VANE, 1971), supomos que esta via pode ter um papel significativo na ação da nimesulida 

(3) sobre o T. cruzi, já que essa via é de reconhecida importância para a viabilidade e 
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multiplicação dos parasitos (FREIRE-DE-LIMA, et al., 2000). O conjunto de resultados 

sugere, portanto, a possibilidade do reposicionamento da nimesulida (3) para o tratamento 

da DC ou, ainda, para seu emprego como protótipo no desenvolvimento de moléculas mais 

ativas e menos tóxicas aos pacientes chagásicos.  

Assim, sob o aspecto da abordagem do reaproveitamento de fármacos, guiada pelos 

Perfis de Produtos Alvo - TPP
17

 - (do inglês Target Product Profiles), a nimesulida (3) 

pode ser utilizado como uma alternativa satisfatória para uma doença negligenciada
18

. 

Trata-se de um medicamento existente, com farmacocinética conhecida, bom perfil de 

segurança e aprovação pelas autoridades reguladoras (FERREIRA et al., 2018; CHONG e 

SULLIVAN, 2007). Além desse aspecto, o candidato apresentou atividade in vitro 

equivalente ao BNZ (2), condição que o torna apto para a continuidade do presente estudo, 

em outros modelos experimentais (KAISER et al., 2015). Entendemos que o papel dos 

centros acadêmicos de pesquisa, como aquele onde foi desenvolvida a presente tese, ainda 

que, com escassos recursos, é essencial para a busca de novas alternativas terapêuticas para 

pacientes chagásicos, pois aí são desenvolvidas tanto pesquisa básica quanto medicina 

translacional, que faz possível a transição da pesquisa básica para a pesquisa clínica 

aplicada (KAITIN, 2010).  

Por último, com relação à metodologia química empregada para a extração da 

nimesulida (3) a partir de comprimidos do fármaco obtidos comercialmente mostrou-se 

relativamente simples, de baixo custo e rápida, com bons rendimentos de extração e alta 

pureza do sólido obtido, o que foi confirmado pelo ponto de fusão encontrado, e as análises 

físicas comprovaram a obtenção do produto. Com isso, utilizamos a substância obtida para 

os testes de avaliação de atividade contra T. cruzi, comparada ao fármaco de referência 

benznidazol (2). Além disso, o derivada nimesulida reduzida (4), sintetizado de maneira 

quimiosseletiva usando metodologia simples e rápida, foi caracterizado pelos métodos 

convencionais de análise, exibindo dados compatíveis com o descrito na literatura.

                                                             
17

 Um perfil de produto-alvo descreve o "perfil" desejado ou as características de um produto-alvo que é 

direcionado a uma doença em particular. Os TPPs indicam o uso pretendido, populações alvo e outros 

atributos desejados dos produtos, incluindo características relacionadas à segurança e eficácia. Tais perfis 

podem orientar a pesquisa e desenvolvimento de produtos. Informação disponível em: 

https://www.who.int/research-observatory/analyses/tpp/en/. Acesso em 13-07-2019. 
18

 Informação disponível em Medicine for Malaria Venture: https://www.mmv.org/research-development. 

Acesso em 13-07-2019. 

https://www.who.int/research-observatory/analyses/tpp/en/
https://www.mmv.org/research-development
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CAPÍTULO II:  

Planejamento e síntese de derivados híbridos entre a nimesulida e a piperina: 

avaliação da atividade tripanocida. 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- ------------------- 
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Introdução 

 

Vários grupos de pesquisa estão empenhados no planejamento de novas entidades 

químicas e na descoberta de alternativas terapêuticas para o tratamento da doença de 

Chagas (CHATELAIN, 2015). O pressuposto da semelhança estrutural da nimesulida (3) e 

benznidazol (2), aliado ao fato deste AINE (3) ser inibidor da ciclo-oxigenase, parece ter 

contribuído para a identificação da ação tripanocida do fármaco (3). Como visto, a 

substância apresentou atividade sobre as três formas evolutivas de T. cruzi, sinalizando a 

necessidade de mais estudos para o melhor entendimento dos prováveis mecanismos de 

ação do fármaco na atividade tripanocida observada. Dando continuidade aos esforços pela 

identificação de outras moléculas ativas contra o protozoário, o presente estudo alinhou-se, 

em um segundo momento, a uma das frentes de pesquisa do grupo no qual esta tese está 

inserida (LaQuiMed-UFRRJ), qual seja o estudo das propriedades medicinais de produtos 

naturais, dentre os quais, destaca-se a amida natural piperina (5). O desenvolvimento de 

novos fármacos está intimamente relacionado à área de pesquisa dos produtos de origem 

natural. Vários trabalhos na literatura destacam a importância deles, principalmente em 

determinadas áreas terapêuticas, como por exemplo, a quimioterapia antitumoral. Segundo 

levantamento realizado numa revisão recente (NEWMAN e CRAIG, 2016), os produtos 

naturais estão envolvidos, direta ou indiretamente, na gênese de cerca de 65% dos novos 

fármacos introduzidos no mercado americano, entre 1981-2014. Encontramos na literatura 

um grande número de trabalhos onde produtos de origem natural são avaliados contra as 

diferentes formas evolutivas do T. cruzi. JONES e colaboradores (2013) fizeram um 

levantamento dos produtos naturais isolados de organismos marinhos, com atividade 

tripanocida. 

A molécula da piperina (5) é formada por um grupo 1,3-benzodioxola, ao lado de 

uma cadeia de ácido pentadienoico ligada à uma amida piperidinil, conforme estrutura 

representada na Figura 7.  

O primeiro trabalho descrevendo o isolamento da piperina dos frutos de P. nigrum 

foi descrito em 1819, pelo químico e físico dinamarquês Hans Christian Oersted 

(PARTHASARATHY, et al., 2008). A piperina (5) é o principal alvo de avaliações 

biológicas da planta Piper nigrum (Figura 39) provavelmente por ser a piperamida 

majoritária (SRINIVASAN, 2007; PARMAR et al., 1997). Além da piperina, estão 

presentes em Piper nigrum outras piperamidas minoritárias, além de monoterpenos, 

sesquiterpenos e terpenos oxigenados (SRINIVASAN, 2007; PARMAR et al., 1997).  
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Figura 39. Cultivo do P. nigrum. Disponível em: http://www.conab.gov.br. Acesso em 30-07-2019. 

 

Um aspecto econômico relevante deste produto natural é a sua abundância, pois é 

extraído com rendimentos considerados elevados, de cerca de 3-7%, a partir dos frutos 

secos da planta (IKAN, 1991), o que torna vantajosa a exploração das propriedades 

biológicas da substância (5). A pimenteira-do-reino é bastante exaltada pela EMBRAPA
19

 

(2011) como especiaria de amplo valor agregado e importância ímpar como produto 

agrícola, tendo sido comparada ao protagonismo que o petróleo assumiu nos tempos 

modernos. Atualmente, o Brasil é um dos maiores produtores desta planta exótica, com um 

total de mais de 35 mil toneladas. ano
-1

, respondendo por 28% da produção mundial, pelo 

que o Estado do Pará contribui com 90% do montante nacional (EMBRAPA, 2011). Trata-

se da principal especiaria comercializada para atender à indústria alimentícia, medicinal, 

cosmética, de perfumaria, dentre outras (EMBRAPA, 2011).  

Historicamente, o cultivo da pimenteira-do-reino (Piper nigrum) no Brasil está 

estreitamente relacionado à colonização portuguesa. Originária das florestas de Kerala, no 

sul da Índia, é a especiaria que mais atraiu os comerciantes daquela época. Os portugueses, 

primeiros a descobrir uma rota mais curta para a Índia partindo da Europa, passaram a 

denominar o produto de pimenta-do-reino, termo como é conhecida até hoje nos países de 

língua portuguesa. O grão era chamado no Brasil de “pimenta de Portugal” durante o 

período colonial. Depois da colonização passou a se chamar “pimenta do reino”, pois vinha 

de Portugal e logo, do reino
20

. 

                                                             
19

 EMBRAPA - Amazônia Oriental. Sistema de Produção da Pimenta-do-reino. Disponível em: 

http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Pimenta/PimenteiradoReino/paginas/colheita.htm. 

2011. Acessado em 29-07-2019. 
 
20 Cidade de São Paulo, Secretaria de Saúde. Disponível em: 

https://www.prefeitura.sp.gov.br/cidade/secretarias/saude/noticias/?p=159551. Acessado em 14-09-2019. 

http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Pimenta/PimenteiradoReino/paginas/colheita.htm
https://www.prefeitura.sp.gov.br/cidade/secretarias/saude/noticias/?p=159551
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Nos últimos vinte anos, os efeitos farmacológicos desta amida natural (5) vêm 

sendo amplamente demonstrados. Propriedades tais como, capacidade neuroprotetora (DA 

CRUZ, 2012), estimulante da biossíntese de serotonina no Sistema Nervoso Central 

(CHONPATHOMPIKUNLERT et al., 2010), estimulante natural intervindo na absorção de 

selênio, vitamina B e β-caroteno, sendo por isso utilizada no tratamento de atletas e também 

de idosos, cuja capacidade de absorver nutrientes é deficiente (SEMLER e GROSS, 1988), 

e outras sumarizadas na Tabela 7. 
 

Tabela 7. Atividades biológicas da piperina (5). 

Atividades Biológicas Referências 

Amebicida Ghosal, 1996; Marques et al., 2010 

Anticonvulsivante Egebjerg et al., 2009 

Antidepressiva Lee et al., 2005; Mao et al., 2011 

Antifúngica Marques et al., 2010 

Antioxidante Kumar et al.;2010; Mehta et al.;2012 

Antitumoral Sunila, 2004; Rao et al., 2010 

Antimalárica* Martinelli et al., 2008 

Hepatoprotetor Matsuda et al., 2009; Chandrasekhar et al, 2008 

Inibição da resistência 

bacteriana 

Sangwan et al., 2008 

Leishmanicida Kapil, 1993; Raay et al., 1999; Veerareddy et al., 

2004; Singh et al., 2010 

Regulador do metabolismo 

lipídico 

Kim et al., 2011 

*Em associação com outros fármacos. Adaptado de FRANKLIM et al., 2013.  

 

Dentre as diferentes atividades biológicas descritas na literatura para a piperina 

(FERREIRA et al., 2012), destacamos a sua atividade tóxica e de seus derivados contra 

parasitos da família Trypanosomatidae (e.g. Trypanosoma cruzi e Leishmania 

amazonensis). Estas atividades antipasitárias têm sido estudadas por nosso grupo de 

pesquisa em diferentes trabalhos (FRANKLIM et al., 2019; FRANKLIM et al., 2013; 

FERREIRA et al., 2008; FREIRE-DE-LIMA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2004), 

explorando o bioisosterismo existente entre a função amida e diferentes núcleos 

heterocíclicos nitrogenados (LIMA e BARREIRO, 2005) como o oxadiazol, o tiadiazol e 

triazol. O conjunto de resultados obtidos nestes trabalhos, resultantes das avaliações destes 

derivados mostraram a importância da função piperamida e da presença dos quatro 

carbonos olefínicos do produto natural no efeito tóxico contra os parasitos. Assim, a 

piperina (5) apresentou concentração inibitória de 14,2 µM e 28 µM contra promastigotas e 

amastigostas de L. amazonenses, respectivamente (FERREIRA et al., 2011). Além disso, a 

piperina (5) apresentou atividade tóxica seletiva contra as formas epimastigotas e 

amastigotas de T. cruzi, exibindo valores de CI50 7,36 µM e 4,91 µM, respectivamente 

(RIBEIRO et al., 2004). O provável mecanismo de ação da amida natural contra 

epimastigotas de T. cruzi foi estudado por microscopia eletrônica de varredura e de 

transmissão, evidenciando sua interferência no processo de citocinese do parasito 

(FREIRE-DE-LIMA et al., 2008). Estas considerações estimularam o interesse pelo 

segundo viés deste trabalho de pesquisa, que consistiu na utilização da piperina (5) para o 
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planejamento de híbridos moleculares com a nimesulida (3), principal alvo deste estudo. A 

premissa fundamentou-se no fato de aliar estruturalmente duas substâncias com ação 

antiprotozoária para avaliar o efeito na atividade contra as diferentes formas evolutivas do 

T. cruzi. 

 

Hibridação molecular 

 

Uma das abordagens clássicas para o desenho de novos protótipos
21

 é a junção de 

fragmentos bioativos em uma estrutura molecular química única. Chamada de hibridação 

molecular, esta ferramenta da Química Medicinal é amplamente utilizada para projetar 

novas moléculas, com vistas à ação tóxica contra algum alvo biológico, sendo recurso 

muito útil para o desenho de arquiteturas moleculares inéditas, candidatas a fármacos 

(BARREIRO e FRAGA, 2015; VIEGAS-JR et al., 2007). Encontramos na literatura 

algumas revisões sobre o uso da hibridação molecular como estratégia de planejamento de 

fármacos, sendo a mais recente a descrita por BÉRUBÉ (2016). Através desta estratégia de 

planejamento racional, novas substâncias podem ser descobertas, com importantes 

atividades farmacoterapêuticas, agregando minimização de esforços de trabalho sintético e 

maximização de chances de sucesso na descoberta de medicamentos mais eficientes e 

seguros (VIEGAS-JR et al., 2007; LIMA e BARREIRO, 2005). Ademais, a hibridação 

molecular pode resultar no sinergismo da ação farmacológica e/ou na modulação de efeitos 

secundários indesejados (BÉRUBÉ, 2016). Na Figura 40, encontra-se uma representação 

esquemática da estratégia de hibridação molecular. 

 

 

Figura 40. Representação esquemática da abordagem da hibridação molecular aplicada ao 

planejamento de novo fármaco híbrido Z, a partir da combinação de fármacos hipotéticos X e Y. A, 

A’ e A’’, grupos ligantes auxiliares. B e D, porções farmacofóricas. C e F, subunidades não 

farmacofóricas. Adaptado de MAIA e FRAGA, 2010. 

 

Um aspecto interessante observado na construção da nova molécula híbrida é a sua 

capacidade de ação em, pelo menos, dois alvos moleculares diferentes. Com isto, a 

                                                             
21

 O protótipo, em Química Medicinal, é definido como a primeira substância estudada com estrutura química 

definida, de origem natural ou sintética, que exiba alguma atividade farmacológica in vivo (BARREIRO e 

FRAGA, 2015). 
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estratégia promove efeito benéfico no tratamento de doenças multifatoriais causadas por 

agentes patógenos como protozoários, bactérias, vírus ou fungos (MAIA e FRAGA, 2010). 

O químico medicinal tem como objetivos principais a descoberta de novas entidades 

químicas bioativas, juntamente com a interpretação dos mecanismos de sua ação em nível 

molecular, e o entendimento das relações existentes entre as estruturas químicas e suas 

atividades farmacológicas (ARAÚJO et al., 2015). Embora o paradigma dominante entre os 

químicos medicinais no planejamento de fármacos seja o projeto de ligantes seletivos a 

determinado alvo biológico, o avanço da biologia de sistemas tem revelado que compostos 

seletivamente excelentes, quando comparados a fármacos com ação multi-alvos, exibem 

uma eficácia clínica menor que a desejada. Acredita-se que a entidade química que modula 

mais de um alvo possa ter eficácia superior quando comparada à outra, moduladora de alvo 

único (HOPKINS, 2008). Com efeito, para o tratamento de algumas doenças, como câncer 

ou AIDS, a terapia combinada (utilização de cocktail de fármacos) apresenta resposta mais 

satisfatória que o monotratamento (NEPALI et al., 2013).  

O fármaco anti-inflamatório não esteroidal benorilato é um exemplo bem-sucedido 

da hibridação molecular fármaco-fármaco, obtido a partir do paracetamol (analgésico e 

antipirético, introduzido no mercado nos anos 50) e ácido acetilsalicílico (anti-inflamatório, 

analgésico e antipirético, fabricado desde o século XIX) (Figura 41). Provavelmente o 

benorilato é absorvido como molécula intacta o que justifica sua boa tolerância gástrica. 

Após a absorção, o benorilato é hidrolisado em seus componentes, salicilato e paracetamol, 

que seguem as rotas usuais de metabolismo. O fármaco revelou melhor desempenho que 

outros anti-inflamatórios no tratamento de doenças musculoesqueléticas, como artrite 

reumatoide e osteoartrose (WRIGHT, 1975).  
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Figura 41. Estrutura química do anti-inflamatório benorilato, híbrido do tipo fármaco-fármaco do 

paracetamol e ácido acetilsalicílico. Adaptado de ARAÚJO et al., 2015. 
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Diversos estudos relatam a utilização exitosa da hibridação molecular para a 

construção de famílias de compostos com ação biológica desejada, a partir de uma 

molécula protótipo. Por exemplo, o emprego da estratégia vem crescendo no planejamento 

de híbridos para tratamento de infecções causadas por bactérias. Nas últimas décadas, as 

bactérias patogênicas desenvolveram resistência às classes de antibióticos clinicamente 

importantes, por isso, várias tentativas híbridas são feitas no intuito de combinar alvos e 

classes químicas. Por exemplo, a ciprofloxacina exerce sua ação inibindo a replicação do 

DNA da bactéria, mas este medicamento enfrenta hoje o problema da resistência. Um 

híbrido da ciprofloxacina e de outro antibiótico, neomicina, produziu o protótipo de uma 

família com melhor atividade antibacteriana (POKROVSKAYA et al., 2009). Moléculas 

híbridas com ação antitumoral também vêm sendo testadas nos últimos anos, obtendo-se 

estruturas químicas promissoras com mecanismo de ação sobre os microtúbulos
22

 (NEPALI 

et al., 2014). Moléculas agentes cardioativas promissoras também foram desenvolvidas a 

partir da estratégia de hibridação de propranolol (bloqueador -adrenérgico) e zatebradine 

(fármaco que promove a diminuição da contratilidade cardíaca) (WYNSEN et al., 1994). 

Com relação às doenças infecciosas, é necessário atentar para a rapidez com que os micro-

organismos adquirem resistência aos fármacos de tratamento, fato agravante no quadro de 

pacientes imunossuprimidos. Por isso, a hibridação molecular torna-se importante ainda na 

concepção de novos padrões moleculares, capazes de gerar fármacos potenciais para o 

combate aos micro-organismos patogênicos resistentes (NEPALI et al., 2014). 

                                                             
22

 Os microtúbulos são extremamente importantes no processo de mitose, durante os quais os cromossomos 

duplicados de uma célula se separam em dois conjuntos idênticos, antes da clivagem da célula em duas 

células-filhas. Sua importância na mitose e divisão celular torna-os um alvo importante para fármacos 

anticâncer (NEPALI et al., 2014). 
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Resultados II 

 

Planejamento do primeiro híbrido H1. 

 

Neste contexto, objetivando o estudo SAR da atividade tripanocida resultante, a 

síntese do primeiro híbrido neste estudo (H1) entre piperina (5) e nimesulida (3) partiu da 

consideração da importância da cadeia insaturada na atividade piperínica (FERREIRA et 

al., 2012). Dessa forma, a hibridação molecular proposta foi a substituição da amida 

piperidínica por grupamento oriundo da nimesulida (3), mantendo-se todo o esqueleto 

restante da piperina (5) (Esquema 2).  
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Esquema 2. Proposta de planejamento do primeiro híbrido molecular neste estudo  

piperina-nimesulida (H1). 

 

Com esta estratégia pretendeu-se somar ao possível efeito da nimesulida no 

equilíbro redox do T. cruzi, evidenciado pelos resultados obtidos neste trabalho, à ação da 

amida natural piperina no bloqueio da citocinese do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 

2008). 
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Na sequência, constam os passos para a obtenção do primeiro híbrido (H1) a partir 

da piperina (5) e da nimesulida (3, Esquema 2), além das caracterizações dos 

intermediários obtidos. 

 

Isolamento da piperina (5) dos frutos secos de Piper nigrum. 

 

A etapa inicial envolveu a obtenção da piperina (5) em quantidades adequadas para 

a execução das transformações químicas planejadas. A amida (5) foi então extraída de 

frutos secos de Piper nigrum, utilizando etanol como solvente extrator, em aparelhagem de 

Soxlet (Figura 42) (RIBEIRO, 2004). O extrato foi reduzido em um evaporador rotatório, 

gerando um óleo castanho escuro, ao qual foi adicionado solução de KOH 10% para 

remover as substâncias indesejadas (fenóis e taninos) que precipitam na forma de sais de 

potássio em KOH etanólico. Além disso, os açúcares presentes nos taninos também 

precipitam em etanol, após hidrólise dos respectivos ésteres (KIUCHI et al., 1988). Após 

filtração, a solução básica foi acrescida de água até turvação do meio. Os cristais formados 

foram filtrados em funil de Buchner e lavados consecutivamente, com água e éter etílico 

gelados. Formaram-se cristais em agulhas amarelo-claros. O rendimento das extrações 

variou de 3 a 7%, com adequado grau de pureza. O ponto de fusão determinado foi 126-127 

ºC, que está de acordo com a faixa descrita (126-127 ºC, IKAN, 1991). A pureza do 

material obtido foi confirmada através dos métodos convencionais de análise (RMN, IV e 

EM). Os dados obtidos nas análises foram compatíveis com a estrutura da piperina (5) e 

com as informações descritas na literatura (IKAN, 1991; RIBEIRO, 2004). 

 

 
 

Figura 42. Aparelhagem para extração da piperina (5). Extrator de Sohxlet, condensador, balão de 

fundo redondo e manta de aquecimento. Imagem retirada de (FERREIRA, 2006). 
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O espectro de infravermelho (Espectro 9, página 153) apresentou um sinal intenso 

em 1633 cm
-1

 referente à carbonila da amida e, outro em 2940 cm
-1

, indicativo de 

estiramento de metilenos do anel piperidínico. No espectro de RMN 
1
H (Espectro 10, 

página 154), o sinal em  5,98 ppm confirma a presença dos dois hidrogênios do 

grupamento metilenodioxi. Os sinais hidrogênios da cadeia olefínica estão inseridos entre  
6,43 e 7,44 ppm. Na análise de RMN 

13
C (Espectro 11, página154), a carbonila aparece 

representada em  165,42 ppm e o metilenodioxi, em  101,28. O EM (Espectro 12, 

página 156) apresenta o pico do íon molecular m/z 285. Em cada espectro, aparecem os 

sinais característicos e outros compatíveis com o descrito na literatura para a amida extraída 

(5) (FERREIRA, 2006).  

 

Preparação do ácido piperínico (6) a partir da hidrólise da piperina (5). 

 

Após obtenção da piperina (5), procedeu-se à hidrólise da função amida presente em 

sua estrutura para obtenção do ácido piperínico (6). A hidrólise de amidas leva à quebra da 

ligação entre o carbono da carbonila e o átomo de nitrogênio, gerando os respectivos ácido 

e amina. Diferentemente das reações de hidrólise de ésteres, as amidas são muito mais 

refratárias às condições de hidrólise básica, ou mesmo ácida. A hidrólise de amidas ocorre 

somente após refluxo demorado em presença de ácidos ou bases fortes (OUELLETE e 

RAWN, 2015). A hidrólise básica da piperina (5), descrita por IKAN (1991), forneceu o 

ácido carboxílico correspondente em bons rendimentos (90%). No entanto, a condução da 

reação em reator de micro-ondas reduziu o tempo reacional para cerca de 2 horas, gerando 

o mesmo produto em rendimento de 85% (Figura 43). 
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Figura 43. (A). Estrutura química do ácido piperínico (6), ácido (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il) 

penta-2,4-dienoico. (B) Reator de micro-ondas utilizado durante a reação.  

Imagem retirada de FRANKLIM, 2013. 

 

O aquecimento não-clássico da mistura reacional, utilizando o reator de micro-

ondas como fonte de calor, é uma técnica em síntese orgânica que permite, normalmente, se 

alcançar melhores rendimentos, com tempos reacionais bem mais curtos (MAOS, do inglês 

Microwave Assisted Organic Synthesis) (KAPPE, 2009). A execução da hidrólise da 

piperina, com aquecimento clássico em refluxo, durou 12 horas para obtenção do produto 

desejado, enquanto na reação sob radiação de micro-ondas (Equipamento Discovery-CEM), 

(A) (B) 
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observou-se que em pouco mais de 1 hora de reação o produto já havia sido formado, o que 

torna esta alternativa mais atraente, devido à economia de tempo. A reação está 

representada no Esquema 3. 
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a

Condições reacionais: (a) KOH, etanol. Refluxo, 12 h (aquecimento convencional) ou 1 h 

(micro-ondas: 92 0C, 50 W); HCl (até pH 3-4). (90% e 85%), respectivamente).
 

 
Esquema 3. Reação de preparação do ácido piperínico (6). 

 

O ponto de fusão do sólido obtido ficou na faixa 217-218 ºC, o que está de acordo 

com os dados encontrados na literatura (216-217 ºC, IKAN, 1991). A pureza da substância 

foi confirmada através dos métodos convencionais de análise (RMN, IV e EM). Os dados 

apresentados nos espectros foram compatíveis com a estrutura do ácido piperínico (6) e 

com as informações descritas na literatura (IKAN, 1991; RIBEIRO, 2004). Uma banda 

larga em 2918-2544 cm
-1

 no espectro de infravermelho (Espectro 13, página 157) 

representa o estiramento da ligação OH do ácido carboxílico obtido. Ainda: uma absorção a 

1673 cm
-1

, característica da carbonila de ácido conjugado, apareceu como sinal intenso. No 

espectro de RMN de 
1
H (Espectro 14, página 158) observou-se um sinal largo em δ 6,05 

ppm relativo ao hidrogênio metilênico. Outros sinais presentes foram compatíveis com a 

estrutura de (6). No espectro de RMN 
13

C (Espectro 15, página 158), o carbono da 

carbonila mostrou um sinal característico em δ 167,13 ppm. O espectro de massas 

(Espectro 16, página 160) mostrou o pico do íon molecular m/z 218 e outros fragmentos 

característicos para o ácido piperínico (6) (FERREIRA, 2006). 

 

Preparação do cloreto do ácido piperínico (7). 

 

O cloreto do ácido piperínico (7) é muito mais reativo que o ácido carboxílico 

correspondente (6). Por isso, a próxima etapa foi a preparação do cloreto do ácido 

piperínico (7) necessário para a reação subsequente com a nimesulida (3). Devido a sua 

instabilidade em atmosfera úmida, o cloreto de acila (7) foi preparado in situ empregando o 

reagente cloreto de oxalila (COCl)2 na reação com ácido piperínico (6), em temperatura 

ambiente, com formação de subprodutos gasosos (CO e CO2), o que representa uma 

vantagem pela não-contaminação do produto (MARCH, 1985). O curso da reação foi 

acompanhado indiretamente por cromatografia em camada fina, através da reação com 

metanol para a formação do éster metílico. Após a remoção do excesso de cloreto de 

oxalila, em evaporador rotatório, o cloreto de acila (7) foi logo utilizado.  

 

Preparação do primeiro híbrido (H1). 

 

O cloreto de ácido piperínico (7), gerado in situ, foi imediatamente utilizado na 

reação de substituição nucleofílica com a nimesulida (3) para formação da sulfonamida H1, 
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obtida em 60% de rendimento. A metodologia seguiu a adição da nimesulida (3) à solução 

do cloreto de acila (7), ambos em diclorometano, e em presença de trietilamina, como 

descrito pela literatura (PERICHERLA et al., 2007; RIBEIRO et al, 2004). O ponto de 

fusão encontrado para H1 foi 145-146 ºC. O produto foi caracterizado pelos métodos 

convencionais de análise, e apresentou dados espectroscópicos compatíveis com sua 

estrutura.  

Observou-se no Espectro 17 (página 161) de infravermelho, o sinal em 1687 cm
-1

 

relativo ao estiramento C=O de carbonila de amida dissubstituída. Outra banda em 1253 

cm
-1

 revela a vibração angular C-O-C do grupo metilenodioxi. Em 1591 e 1114 cm
-1

 sinais 

referentes às vibrações de C sp
2
 do anel aromático. No espectro de RMN 

1
H foi observado 

o sinal simples em δ 6,01 ppm referente aos dois hidrogênios do carbono metilênico. 

Também foram observados sinais múltiplos na região entre δ 6,94 ppm e δ 5,77 ppm, 

característicos dos hidrogênios da cadeia olefínica. O sinal simples em δ 3,54 ppm refere-se 

aos hidrogênios metílicos.(Espectro 18, página 162). No espectro de RMN 
13

C (Espectro 

19, página 163) foi observado o sinal δ 165,80 ppm, referente ao carbono da carbonila. Os 

sinais em δ 154,00 ppm e em δ 155,88 ppm são relativos aos carbonos ligados aos átomos 

de nitrogênio imídico e do grupo nitro, respectivamente. Um sinal em δ 42,61 ppm refere-

se ao carbono metílico, além de outros sinais compatíveis com a estrutura construída.  

No espectro de massas de alta resolução (Espectros 20 e 21, páginas 165 e 166), a 

massa observada foi de 531,08331 Da (M
+.

 + Na
+
). Sendo a massa monoisotópica calculada 

= 531,08380 Da, o valor de massa obtido representa uma variação de 0,0001% de unidade 

de massa (a variação deve ser inferior a 0,005%, PAVIA et al., 2013). 

 

Preparação do segundo híbrido (H2). 

 

Tendo obtido o derivada nimesulida reduzida (4), ele foi utilizado na preparação do 

segundo híbrido H2, através de reação de acilação com o cloreto de ácido (7). O Esquema 

4 mostra a preparação do produto H2. Cabe destacar nesse ponto a maior nucleofilicidade 

do Nitrogênio amínico, comparado ao seu congênere, presente na sulfonamida, desta forma, 

a reação de acilação foi quimiosseletiva, levando, nestas condições, à formação somente do 

derivado acilado no átomo de Nitrogênio da anilina. Este mesmo tipo de observação foi 

feita por PERICHERLA (2007) e colaboradores em seu trabalho de derivatização da 

molécula da nimesulida. 
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Esquema 4. Proposta de planejamento do segundo híbrido molecular neste estudo  

piperina-nimesulida (H2). 

 

O cloreto de ácido piperínico (7) gerado in situ foi imediatamente utilizado na 

reação com a nimesulida reduzida (4) para formação do segundo híbrido H2, com 60% de 

rendimento. A metodologia seguiu a adição da nimesulida reduzida (4) à solução do cloreto 

de acila (7), ambos em diclorometano, como descrito pela literatura (RIBEIRO et al., 

2004). O ponto de fusão encontrado para H2 foi 192-193 ºC. O produto foi caracterizado 

pelos métodos convencionais de análise e apresentou dados espectroscópicos compatíveis 

com sua estrutura.  

No espectro de infravermelho (Espectro 22, página 167), o estiramento N-H da 

amida secundária está sinalizada em 3265 cm
-1

 e a deformação angular N-H da sulfonamida 

aparece em 1616 cm
-1

. O sinal 1249 cm
-1

 referente ao carbono do grupamento 

metilenodioxi também pode ser observado. No espectrode RMN 
1
H (Espectro 23, página 

168), foram observados um sinal simples em δ 9,43 ppm referente ao hidrogênio da amida 

secundária e um sinal simples em δ 8,21 ppm referente ao hidrogênio da sulfonamida, além 

de outros compatíveis com a estrutura de H2. No espectro de RMN 
13

C (Espectro 24, 

página 169) foi observado um sinal δ 163,91 ppm referente ao carbono da carbonila. O 

sinal do carbono do grupo metila aparece em δ 39,16 ppm. 

No espectro de massas de alta resolução (Espectros 25 e 26, páginas 171 e 190), a 

massa observada foi de 479,12722 Da (M
+.

 + 1). Sendo a massa monoisotópica calculada= 

479,119859 Da, o valor de massa obtido representa uma variação de 0,001% de unidade de 

massa (a variação deve ser inferior a 0,005%, PAVIA et al., 2013). 

 

Avaliação da atividade da piperina (5) extraída sobre formas epimastigotas. 
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Conforme citado, a piperina (5) tem sido estudada pelo nosso grupo de pesquisa, na 

UFRRJ. Porém, os dados obtidos até então para a atividade desta substância (5) foram 

obtidos a partir de um isolado da cepa Y, distinto daquele utilizado neste estudo. Ademais, 

não havia ainda sido feitas as análises de MET para o estudo do comportamento das 

alterações ultraestruturais dos parasitos, após indefinidas passagens de epimastigotas, 

conforme foi realizado nesta tese. Desta forma, buscando padronização dos resultados, se 

fez necessária a realização de novo teste de atividade de piperina (5) frente ao parasito. Para 

o ensaio, as formas epimastigotas de T. cruzi, em fase exponencial de crescimento, foram 

ressupendidas em meio de cultura fresco e adicionadas em placas de 48 poços, utilizando-se 

inóculo de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
, na presença ou não de diferentes concentrações da 

piperina (5), 100, 50, 10 e 1 µg x mL
-1

. O crescimento e as alterações morfológicas da 

cultura foram acompanhados por microscópia óptica e a quantificação realizada em câmara 

de Neubauer, em microscópio óptico em aumento de 40x. Este resultado encontra-se na 

Figura 44. 
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Figura 44. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com piperina 

(5) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentração de 2 x 

10
5
 células x mL

-1
 e tratados em placas de 48 poços com quatro concentrações da amida (5), 

variando de 1 a 100 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo método de exclusão utilizando 

azul de Tripan. Observa-se atividade da molécula (5) nas três maiores concentrações. Resultados 

representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste 

ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Analisando o efeito da piperina (5) (Figura 44), é possível concluir que há uma 

evidente inibição do crescimento de epimastigotas nas três maiores concentrações 

utilizadas. Em contrapartida, na concentração de 1 µg x mL
-1

, a molécula perde atividade. 

Foi necessário então eleger uma faixa menor de concentração, para a determinação da 

concentração inibitória média (CI50) para o composto (5), uma vez que não houve um 

comportamento dose-resposta em todos os intervalos de concentração mostrados acima. De 

acordo com o observado na Figura 44, deduz-se que, provavelmente, a faixa da 

concentração inibitória frente às formas epimastigotas, deveria estar entre 1 e 10 µg x mL
-1

. 

Apostando-se nesta hipótese, um próximo ensaio foi conduzido nas mesmas condições 

experimentais, mas em concentrações inseridas nesta faixa menor (1; 2,5; 5 e 10 µg x mL
-1

) 
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O estudo levou aos resultados apresentados na Figura 45. O ensaio foi conduzido tendo 

como referência o benznidazol (2) Figura 46. 
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Figura 45. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com piperina (5) nas 

concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentração de 2 x 10
5
 parasitos x 

mL
-1

e tratados em placas de 48 poços com quatro concentrações da amida (5), variando de 1 a 10 µg x mL
-1

. 

A viabilidade celular foi obtida pelo método de exclusão utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade da 

molécula (5) nas quatro concentrações do ensaio. Resultados representativos de dois experimentos 

independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, 

versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 
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Figura 46. Avaliação da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e não tratadas com benznidazol (2) nas 

concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-

1
 e tratados em placas de 48 poços com quatro concentrações do fármaco (2), variando de 1 a 10 µg x mL

-1
. A 

viabilidade celular foi obtida pelo método de exclusão utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade da 

molécula (2) nas quatro concentrações do ensaio. Resultados representativos de dois experimentos 

independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, 

versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 
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Desta maneira, a interpolação dos dados nos gráficos foi possível de ser feita no 

programa de análise, gerando os valores de concentração inibitória CI50 para a piperina. Na 

Tabela 8 estão resumidos os dados gerados.  
 

Tabela 8. Valores de CI50 da piperina (5) contra formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi  

(cepa Y), através do método de exclusão com azul de Tripan. 

Substância CI 50 T. cruzi (µM) CI 50 T. cruzi (µg x mL
-1

) 

Piperina (5) (18,1±1,74) (5,17±0,49) 

Benznidazol (2) (3,82±0,65) (0,99±0,17) 

 

A observação do resultado encontrado para a toxicidade da piperina (5) contra os 

epimastigotas de T. cruzi (CI50 18,1 µM), nas condições em que os ensaios foram realizados 

neste trabalho, é extremamente importante, pois demonstra, pela variação dos dados obtidos 

(CI50 7,36 µM; RIBEIRO et al., 2004), a importância da repetição dos ensaios de toxicidade 

dos padrões utilizados em função, principalmente, de variações fenotípicas existentes entre 

isolados distintos de uma mesma cepa. Esse cuidado na obtenção dos resultados 

experimentais é fundamental na validação de um estudo realizado e, particularmente, pode 

exercer grande influência nas conclusões que serão obtidas ao final do mesmo. 

 

Avaliação da atividade dos híbridos H1 e H2 sobre formas epimastigotas. 

 

Para a avaliação da atividade dos híbridos H1 e H2 construídos, os parasitos em fase 

exponencial de crescimento foram ressupendidos em meio de cultura fresco, e adicionados 

em microplacas de 96 poços, utilizando-se um inóculo de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
, na 

presença ou não de diferentes concentrações de H1 e H2. Foram utilizadas concentrações 

na faixa de 1,56 µM a 100 µM, em diluição seriada, com fator de diluição igual a dois. 

Após incubação, a viabilidade dos parasitos frente a ambos os híbridos foi avaliada através 

do ensaio do MTT (MUELAS-SERRANO et al., adaptado, 2000). O efeito tripanocida foi 

mensurado pelo percentual de inibição de crescimento dos parasitos, em relação ao 

controle, em 50% (CI50) para H1 e H2 (Figuras 47 e 48, respectivamente). Como 

referência no teste, utilizou-se o fármaco benznidazol (2) (Figura 49). 
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Figura 47. Avaliação da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com H1 nas 

concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-

1
. As células foram tratadas por 48 horas com sete concentrações de H1, variando de 1,56 a 100 µM. A 

viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Observa-se capacidade inibitória em todas as 

concentrações da faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as 

culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) 

e (**) p<0,05. 
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Figura 48. Avaliação da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com H2 nas 

concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-

1
. As células foram tratadas por 48 horas com sete concentrações de H2, variando de 1,56 a 100 µM. A 

viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Observa-se capacidade inibitória restrita à maior 

concentração da faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as 

culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) 

e (**) p<0,05. 
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Figura 49. Avaliação da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com 

benznidazol (2) nas concentrações indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na 

concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas com sete 

concentrações do fármaco (2), variando de 1,56 a 100 µM. A viabilidade celular foi obtida pelo 

método do MTT. Observa-se capacidade inibitória do benznidazol (2) em todas as concentrações da 

faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas 

comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; 

(*) e (**) p<0,05. 

 

Desta maneira, a interpolação dos dados foi possível de ser feita no programa de 

análise, gerando os valores de concentração inibitória CI50 para ambos os híbridos 1 e 2 

contra as formas epimastigotas, utilizando o fármaco benznidazol (2) como referência. Os 

valores estão resumidos na Tabela 9. 
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Tabela 9. Valores de CI50 dos híbridos moleculares testados contra formas epimastigotas de 

Trypanosoma cruzi (cepa Y), através do método colorimétrico do MTT. 

 

Substância CI 50 T. cruzi (µM) CI 50 T. cruzi (µg x mL
-1

) 

Híbrido H1 (9,27±0,83) (4,71±0,42) 

Híbrido H2 >100 ~50 

Benznidazol (2) (1,40±0,13) (0,36±0,03) 

 

O experimento revelou que o híbrido H1 foi ativo sobre as formas epimastigotas, 

enquanto que o híbrido H2 não mostrou efeito nocivo contra os parasitos, nas 

concentrações testadas (CI50>100 µM). Este dado permite inferir que a porção NO2 

presente no primeiro híbrido 1 foi fundamental para a atividade tripanocida da estrutura 

construída, sendo possivelmente a entidade farmacofórica já que, após ser quimicamente 

reduzida, o produto resultante não foi capaz de inibir o crescimento das formas 

epimastigotas do T. cruzi tanto quanto o composto anterior. Provavelmente o grupamento 

nitro realiza interações com biorreceptores que o faz ter caráter farmacofórico. Desta forma, 

não se deu prosseguimento a novos testes com H2. 

 

Avaliação do potencial citotóxico do híbrido H1 em culturas de macrófagos e 

linfócitos esplênicos. 

 

Na sequência do estudo, pretendia-se infectar macrófagos peritoneias com o T. cruzi 

e realizar o tratamento da infecção com o híbrido H1. Por isso, o composto 1 foi submetido 

ao teste para avaliação de seu potencial tóxico frente às células primárias. Assim, em um 

primeiro momento, foi testado em culturas de macrófagos peritoneiais murinos, células 

susceptíveis de sofrerem infecção pelo T. cruzi. As células foram obtidas do lavado 

peritoneal de camundongos Balb/c e tratados por 48 horas com a molécula. A determinação 

da viabilidade celular foi feita pelo método XTT, em leitura no comprimento de onda a 490 

nm (Figura 50). Em seguida, foi realizado ensaio de viabilidade em uma população 

enriquecida de linfócitos esplênicos, igualmente tratados por 48 horas com a molécula e 

avaliado pelo método do XTT (Figura 51).  
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Figura 50. Avaliação da viabilidade celular em macrófagos peritoneais murinos tratados com H1 

nas concentrações indicadas. Os macrófagos foram cultivados em triplicata na concentração de 2 x 

10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas com quatro concentrações do híbrido H1, 

variando de 1 a 10 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida pelo método do XTT. Não se observa 

citotoxicidade significativa em relação ao controle vivo em nenhuma das concentrações testadas. 

Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas 

utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) 

p<0,05. 
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Figura 51. Avaliação da viabilidade celular em cultura de células enriquecida de linfócitos 

esplênicos murinos tratados com H1 nas concentrações indicadas. Os esplenócitos foram cultivados 

em triplicata na concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
. As células foram tratadas por 48 horas com 

quatro concentrações do híbrido 1, variando de 1 a 10 µg x mL
-1

. A viabilidade celular foi obtida 

pelo método do XTT. Não se observa citotoxicidade significativa em relação ao controle vivo nas 

concentrações testadas. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as 

culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) 

p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Conforme apresentado nas duas figuras anteriores, não se observou citotoxicidade 

da molécula H1 nem aos macrófagos nem aos linfócitos tratados pela mesma. A verificação 

da atividade de H1 frente às formas epimastigotas com a concomitante manutenção da 

viabilidade das células murinas, quando na presença de H1, possibilitaram a realização de 

um experimento de infecção in vitro, para verificar o comportamento da molécula sobre 

outras formas evolutivas do parasito.  

 

Avaliação do efeito citotóxico do híbrido H1 na linhagem LLCMK2. 

 

Neste ponto, novamente, as formas tripomastigotas foram obtidas da infecção de 

células de linhagem LLCMK2, recolhidas nos dias de pico de liberação e utilizadas 

imediatamente para a infecção dos macrófagos. Uma vez que este tipo celular estava 

envolvido na pesquisa, buscou-se identificar a ação de H1 na manutenção da viabilidade 

desta célula, utilizando a metodologia do MTT. Resultou que, também neste caso, o híbrido 

1 não interferiu na preservação destas formas celulares, com nenhuma significância 

estatística, conforme evidenciado na Figura 52 . 
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Figura 52. Avaliação da viabilidade de células de linhagem LLCMK2 tratadas com H1 nas 

concentrações indicadas. As células foram cultivadas em triplicata na concentração de 2 x 10
5
 

células x mL
-1

 e tratadas por 48 horas com sete concentrações do híbrido 1, variando de 1,56 a 100 

µM. A viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Não se observou ação citotóxica do H1 

em nenhuma das concentrações. Resultados representativos de dois experimentos independentes, 

com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. 

(***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Com isso, índice de seletividade para o H1 (CI50 na célula/CI50 no T. cruzi) resultou 

em valor maior que 10, considerado bom índice.  

 

Efeito in vitro do híbrido H1 na proliferação de amastigotas, em macrófagos 

peritoneais murinos infectados pelo T. cruzi. 

 

O ensaio para a avaliação da proliferação de amastigotas intracelulares na presença 

de H1 foi conduzido semeando-se 2 x 10
5
 macrófagos em lamínulas, dentro de placa de 24 

poços, por 72 horas, na presença ou não H1 e do fármaco de referência (2), na concentração 

de 35 µM. Após este tempo de incubação, as lamínulas foram fixadas e coradas para a 

quantificação das formas amastigotas (Figura 53). 
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Figura 53. Inibição da proliferação de formas amastigotas de T. cruzi in vitro em macrófagos 

peritoneais murinos infectados. Foram semeados em lamínulas, em placas de 24 poços, 2 x 10
5
 

macrófagos e infectados com tripomastigotas, com multiplicidade de infecção 3:1. As culturas 

foram tratadas com H1, na concentração de 35 µM e incubadas em atmosfera com 5% de CO2 a 37 

ºC. O mesmo procedimento foi realizado com o fármaco de referência benznidazol (2). Após 72 

horas de tratamento, as lamínulas foram fixadas e coradas para a quantificação do número de 

amastigotas em microscópio óptico, no aumento de 100x Observa-se a inibição de 79% da 

proliferação das formas amastigotas tratadas por H1 e 92% quando tratadas pelo BZN (2). 

Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas 

utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) 

p<0,05. 

 

Neste experimento, nota-se uma expressiva capacidade na inibição de proliferação 

de amastigotas, após os macrófagos infectados serem tratados com H1. Este resultado é de 

extrema importância, visto que esta forma replicativa presente no hospedeiro vertebrado é a 

responsável pela manutenção da infecção, com formação de ninhos de amastigotas em 

diferentes tecidos. A molécula reduziu em cerca de 79 % a multiplicação das formas 

parasitárias, valor significativo quando comparado ao efeito causado pelo benznidazol (2), 

nas mesmas condições (92%) (Figura 53). Pelos resultados apresentados, o híbrido H1 

mostra-se como uma molécula que possui expressiva ação tripanocida sobre as duas formas 

evolutivas de T. cruzi testadas, sem comprometimento da viabilidade das populações 

celulares empregadas nos experimentos. Tal toxicidade seletiva é crucial para que a 

molécula candidata seja empregada em futuras avaliações nos modelos de infecção in vivo.  

 

Efeito in vitro do híbrido H1 na liberação de tripomastigotas, em macrófagos 

peritoneais murinos infectados pelo T. cruzi. 

 

Para mensurar a atividade de H1 sobre as formas tripomastigotas, foi realizado um 

experimento de infecção in vitro de macrófagos obtidos através de lavados da cavidade 

peritoneal de camundongos BALB/c. A multiplicidade de infecção foi ajustada para 3 

formas tripomastigotas para cada macrófago (PAIVA, et al., 2012). Os macrófagos 

infectados foram tratados e não tratados com H1 e benznidazol (2), utilizado como fármaco 
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de referência no ensaio. Ambas as substâncias foram utilizadas na concentração de 35µM. 

As formas tripomastigotas liberadas no sobrenadante, nos dias sete e nove pós-infecção, 

foram quantificadas em câmara de Neubauer, em microscópio óptico no aumento de 40x 

(MULLEN et al., 1975) (Figura 54). 
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Figura 54. Inibição da liberação de formas tripomastigotas de T. cruzi em macrófagos peritoneais 

murinos infectados. Foram plaqueados 1 x 10
5
 macrófagos e infectados com tripomastigotas, com 

multiplicidade de infecção 3:1. As culturas foram tratadas com H1 nas concentrações de 35 µM e 

incubadas em atmosfera com 5% de CO2 a 37 ºC. O mesmo procedimento foi realizado com o 

fármaco de referência benznidazol (2). As formas tripomastigotas liberadas no sobrenadante foram 

quantificadas, nos dias sete e nove pós-infecção, pelo método de exclusão utilizando azul de Tripan. 

Observou-se a inibição da liberação em nos dois dias, por ambos os compostos H1 e (2). Resultados 

representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste 

ANOVA, do programa GraphPad Prism, versão 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05. 

 

Os resultados apresentados mostraram que o H1 inibiu a liberação de formas 

tripomastigotas significativamente, em ambos os dias de pico de liberação dos parasitos. A 

toxicidade seletiva do H1 frente a esta forma infectiva do T.cruzi é importante, uma vez 

que, as tripomastigotas celulares liberadas in vivo são as responsáveis pela manutenção da 

infecção e proliferação dos parasitos no hospedeiro. 
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Discussão II 

 

Ao que parece, todas as premissas utilizadas para a realização deste estudo, 

argumentaram a favor dos resultados obtidos. A piperina (5) não é nociva à saúde, uma vez 

que é amplamente utilizada na indústria alimentícia desde há muitos anos, sendo em 

contrapartida, detentora de inúmeras atividades farmacológicas. Com isso, pode-se 

pressupor que a administração da substância seja feita de maneira relativamente segura. De 

sua parte, a nimesulida (3) é um medicamento com propriedades farmacológicas bem 

estabelecidas. No âmbito do planejamento de novos fármacos com possibilidades de 

aplicação em quimioterapia antiparasitária, um aspecto imprescindível a ser considerado é a 

seletividade existente entre as células hospedeiras e as células dos agentes infeciosos, 

causadores da doença. Como visto, ambas as substâncias (3) e (5) não demonstraram efeito 

tóxico às células primárias testadas in vitro neste estudo, fatos que suportam a hipótese de 

empregá-las na construção de híbridos moleculares visando à ação medicinal contra DC.  

Uma das características descritas na coadministração de piperina com outros 

compostos é o aumento da biodisponibilidade destes, traduzindo-se numa maior 

concentração plasmática dos mesmos. Tal efeito foi constatado em estudos com vasicina, 

esparteína (ATAL et al., 1981), propanolol, teofilina, fenitoína (BANO et al., 1991) e 

curcumina (SHOBA et al., 1998). A maioria dos trabalhos relata um aumento de 100% na 

concentração de tais substâncias na corrente sanguínea. Algumas das vias de ação 

conhecidas da piperina (5) podem justificar a potencialização de fármacos na 

coadministração. A amida (5) causa alteração na permeabilidade das células epiteliais do 

trato gastro-intestinal, influência na glicuronidação (etapa mais importante na 

biotransformação de compostos xenobióticos) (REEN et al., 1993; ATAL et al., 1981), 

atuação sobre enzimas hepáticas metabolizantes (ATAL et al., 1985) e sobre mono-

oxigenases hepáticas, dependentes de citocromo P450 (KOUL et al., 2000; REEN, 1997; 

BHAT e CHANDRASEKHATA, 1987). Em outro estudo, GUPTA et al. (1999) 

verificaram que a associação terapêutica de piperina (5) e nimesulida (3) foi capaz de 

aumentar a biodisponibilidade de (3) na avaliação do perfil anti-inflamatório do fármaco. O 

conjunto de propriedades supracitadas da piperina poderia facilitar a absorção da 

nimesulida (3) biodisponibilizado, durante administração de H1. A sinergia da ação anti-

inflamatória da piperina (5) e nimesulida (3) (BAE et al., 2010; BANG et al., 2009) 

permite especular que, se em alguma etapa da biotransformação de H1, houver 

biodisponibilização das moléculas nimesulida (3) e piperina (5), os processos inflamatórios 

decorrentes da doença de Chagas poderiam ser atenuados secundariamente durante 

administração de H1. Ademais, associando esta premissa ao fato de que a piperina (5) 

apresenta ainda atividade tripanocida (RIBEIRO et al., 2004; FERREIRA, 2006; 

FERREIRA et al., 2008; FREIRE-DE-LIMA et al., 2008; FRANKLIM et al, 2013), faz 

sentido considerar a molécula como um provável protótipo para o desenvolvimento de 

novos compostos anti-cruzi, utilizando a estratégia da hibridação molecular.  

Dentre os estudos sobre a diversidade de ação terapêutica da nimesulida (3), 

encontra-se o potencial antiproliferativo contra diferentes linhagens tumorais. Embora 

esteja descrito que os inibidores de COX-2 exibem ação antitumoral e quimiopreventiva 

contra o câncer, devido a muitos tumores apresentarem uma super-expressão de COX-2 

(LIU et al., 2001), a nimesulida exibe efeitos antitumorais induzindo seletivamenente 

células tumorais à apoptose e/ou necrose, através de mecanismos de ação independentes da 
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via de inibição da COX-2, evidenciando assim o potencial deste fármaco em interagir com 

diferentes receptores, modulando distintas vias de sinalização celular (ZHONG et al., 

2012). 

A piperina, conforme demonstrado em trabalhos anteriores de nosso grupo, é capaz 

de bloquear o processo de divisão celular do T. cruzi. FREIRE-DE-LIMA e colaboradores 

(2008) estudaram, utilizando técnicas de microscopia eletrônica de varredura e de 

transmissão, os efeitos de concentrações sub-letais da amida natural contra epimastigotas da 

cepa Y de T. cruzi, visualizando imagens comparáveis àquelas obtidas por BAUM e 

colaboradores (1981) no tratamento de epimastigotas com inibidores tubulínicos 

conhecidos, como o fármaco antitumoral taxol.  

A análise destes parâmetros reforçou o estabelecimento da hipótese de que híbridos 

moleculares entre as duas moléculas (3) e (5) poderiam gerar produtos tripanocidas 

semelhantes, ou mais potentes, que os precursores. Considerando a suposição de que 

moléculas semelhantes possuem propriedades semelhantes, e que a vizinhança química de 

uma dada molécula pode potencializar um determinado efeito (PATTERSON, et al.,1996), 

foram planejados dois híbridos, preservando ou não uma porção química da molécula da 

nimesulida (3), que revelaram capacidades antiparasitárias distintas, reforçando a 

importância da presença do grupamento NO2 ligado a um dos anéis aromáticos da 

nimesulida, na estrutura molecular planejada e construída. Adicionalmente, observou-se 

que o híbrido H1 é uma amida N, N-dissubstituída com atividade tripanocida. Quiçá este 

formato estrutural tenha ainda contribuído de alguma maneira para uma conformação mais 

adequada da ligação de H1 com um provável biorreceptor, o que não ocorreu com H2. 

Como a nimesulida e a piperina, especulativamente, parecem exercer, isoladamente, suas 

atividades contra o Trypanosoma cruzi através de mecanismos de ação distintos, a junção 

de porções estruturais destes dois precursores na molécula de H1 pode permitir a esse 

híbrido evadir de possíveis mecanismos de resistência desenvolvidos pelo parasito 

(WILKINSON et al., 2009). 
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Neste trabalho foi descrita a atividade tóxica, seletiva, do anti-inflamatório não 

esteroidal nimesulida contra diferentes formas evolutivas do Trypanosoma cruzi (cepa Y), 

com efeitos comparáveis ao exibido pelo benznidazol, utilizado como fármaco de 

referência nos ensaios realizados.  

Investigações preliminares sobre a relação entre a estrutura química do fármaco e a 

atividade anti-T. cruzi exibida pelo mesmo evidenciaram a importância do substituinte 

nitro, ligado ao anel aromático da nimesulida, como farmacofórico para a atividade 

antiparasitária estudada. Os resultados obtidos sugerem que, nos ensaios realizados in vitro, 

a nimesulida possa interferir no equilíbrio redox do T. cruzi, através da formação de 

espécies radicalares tóxicas, contra as quais o parasito não consegue lidar.  

Foram também preparados dois derivados a partir da nimesulida, H1 e H2, 

decorrentes da hibridação molecular entre o anti-inflamatório e a amida natural piperina 

(5), já estudada por nosso grupo em diferentes trabalhos, tendo evidenciado importante 

perfil tripanocida. O híbrido H1, que possui o N da sulfonamida como ponto de hibridação, 

apresentou um incremento de atividade, comparado ao fármaco precursor, mantendo a 

seletividade desejada. Por sua vez, o híbrido H2, que possui como ponto de hibridação o N 

da anilina proveniente da redução quimiosseletiva do nitro-substituinte, se apresentou 

inativo. Esses dados, além de validarem a estratégia de hibridação molecular para o estudo 

em tela, corroboram os resultados que mostram a importância do grupo nitro-aromático 

para a atividade antiparasitária estudada. 

O desenvolvimento de um novo fármaco é um processo tão complexo que não pode 

estar contido apenas no âmbito da pesquisa, desenvolvimento e inovação da indústria 

farmacêutica. Com efeito, o estudo de novos compostos medicinais é cada vez mais guiado 

pelos princípios e métodos químicos aplicados à farmacologia e à clínica médica, com 

envolvimento de diversas áreas de pesquisa interdisciplinares e acadêmicas (DREWS, 

2000). Os bancos de dados atuais contêm informações valiosas sobre alvos biológicos e 

estruturas de sítio ativo, as quais podem elucidar novas atividades para moléculas 

conhecidas. Esses compêndios compreendem o PubChem
23

, ChEMBL
24

, ChemSpider
25

, o 

IDMap
26

, a lista de produtos descontinuados no Orange Book
27

 eletrônico, dentre outros 

(HA et al., 2008), os quais reúnem diversas informações de apoio sobre um composto e 

suas interações, tais como estrutura química, estrutura tridimensional do alvo, dados 

ômicos, farmacologia, etc. (MA’AYAN et al., 2007). Não obstante os inúmeros métodos 

computacionais existentes preditivos de propriedades ADMET das moléculas, de sítios de 

receptores biológicos ou de similaridade estrutural, há ainda uma diversidade de compostos 

e de suas famílias com diferentes atividades que necessitam ser mais estudados, até a sua 

efetiva aplicabilidade. Neste sentido, a abordagem terapêutica do reposicionamento de 

fármacos beneficia-se da disponibilidade crescente de bibliotecas moleculares e do avanço 

                                                             
23 Disponível em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov. Acesso em 11-07-2019. 
24 Disponível em: https://www.ebi.ac.uk/chembl/. Acesso em 11-07-2019. 
25 Disponível em: https://www.chemspider.com/. Acesso em 11-07-2019. 
26 Disponível em https://www.idmap.org/. Acesso em 29-09-2019. 
27 Orange book é uma edição eletrônica do FDA que possui a lista “disc” (do inglês discontinued drug products), com 
milhares de moléculas que passaram pela Fase I de testes mas foram abandonadas, seja por razões de segurança, restrições 

comerciais, substituição por outros compostos mais ativos, etc. Informação disponível em: http://www.bio-

itworld.com/issues/2008/nov-dec/chantest.html. Acesso em 11-07-2019. 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/chembl/
https://www.chemspider.com/
https://www.idmap.org/
http://www.bio-itworld.com/issues/2008/nov-dec/chantest.html
http://www.bio-itworld.com/issues/2008/nov-dec/chantest.html
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da genômica e da bioinformática (NOVAC, 2013), além da notória importância pela 

celeridade dos resultados conclusivos. 

Considerando o fluxograma apresentado na Figura 55, os testes para nimesulida (3) 

e H1 caminharam, no presente estudo, até o ponto da determinação da concentração 

inibitória sobre epimastigotas de T. cruzi e da comprovação de sua atividade contra as 

formas amastigotas e tripomastigotas.  

 

Figura 55. Estratégia integrada para a identificação de novos candidatos a fármacos no tratamento 

de DC. Adaptado de DIAS et al., 2009. 
 

Dessa forma, o prosseguimento da pesquisa até o próximo passo, no modelo in vivo, 

poderá concluir o conjunto das expectativas sobre os candidatos nimesulida (3) e H1 na 

terapêutica antichagásica. Na biologia de sistemas, são múltiplas as informações 

disponíveis sobre os alvos, porém é necessário transformar essas informações em 

conhecimento para a produção de uma nova medicina e, neste cenário, nenhum esforço de 

pesquisa pode ser ignorado. Por isso, acreditamos que os dados extraídos do conjunto desta 

tese poderão contribuir para a exploração de novas alternativas para o tratamento da DC, 

uma vez que nenhum fármaco disponível no mercado conseguiu eficácia na terapia crônica 

da doença. Dessa forma, a possibilidade de reposicionamento da nimesulida (3) torna-se 

promissora, já que a ação tripanocida, aliada ao seu potencial como agente anti-

inflamatório, implica ganho de dupla medicina para conter os danos decorrentes da doença 

de Chagas. Neste sentido, uma das perspectivas desta tese consiste na exploração dos 

bancos de dados disponíveis relacionados aa nimesulida (3) para a melhor compreensão dos 

alvos de sua ação tripanocida. Além disso, como a nimesulida (3) apresentou atividade in 

vitro equivalente ao benznidazol (2), pretendemos prosseguir com os estudos, identificando 

sua possível eficácia in vivo, um passo adiante na confirmação desta sua atividade 

biológica. Caso sua atividade in vivo seja comprovada, a nimesulida (3) destacar-se-á como 
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vantajoso frente ao benznidazol (2) ou ao nifurtimox (1), pelos menores efeitos tóxicos 

relativos e uma possível maior abrangência da atividade.  

Por outro lado, a avaliação dos estudos disponíveis na literatura permite apostar na 

exploração da estrutura molecular da piperina (5) e de seus derivados para a construção de 

híbridos com a nimesulida (3), com vistas ao desenvolvimento de novos compostos 

tripanocidas. Em adição, a constatação de que a amida (5) potencializa a ação da 

nimesulida (3), torna-se relevante o prosseguimento dos estudos para caracterizar a 

biodisponibilização de ambas as substâncias, após a administração do híbrido H1, pois o 

NIM (3) e piperina (5) livres potencializariam o tratamento, concomitantemente à 

minimização dos efeitos inflamatórios crônicos produzidos durante o curso da doença. Em 

longo prazo, a doença de Chagas é uma das causas mais incapacitantes do homem nas 

regiões onde é endêmica. Vimos que a terapia atualmente disponível possui uma 

combinação de desvantagens, como baixa eficácia, efeitos colaterais graves e resistência 

parasitária. No estado da arte de novas medicinas antichagásicas, a proposta de reposicionar 

a nimesulida (3), ou ainda de hibridizá-lo quimicamente com um produto natural atóxico 

para a construção de novas moléculas ativas, através de metodologias sintéticas simples e 

diretas, pode ser considerada uma linha de investigação com resultados satisfatórios, visto 

integrar baixo custo, menores efeitos colaterais e maior eficácia. Por fim, complementamos 

que o conjunto de perspectivas torna-se animador para a continuidade desta linha de 

trabalho, pois consistiu na primeira contribuição do nosso grupo de pesquisa no campo de 

reposicionamento de fármacos. 
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS - QUÍMICOS 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Princípios gerais. 

 

O progresso das reações foi monitorado por cromatografia em camada fina, 

realizada em placas de alumínio revestidas com sílica-gel (0,25 mm de espessura), em 

solvente apropriado, e os spots visualizados sob luz ultravioleta (254 e 356 nm). As fases 

orgânicas foram secas com sulfato de sódio anidro e os solventes removidos sob pressão 

reduzida e aquecimento em evaporador rotativo. As purificações por cromatografia em 

coluna foram realizadas em coluna aberta utilizando sílica gel Aldrich 230-440 mesh. 

Pontos de fusão foram determinados em um aparelho Büchi B-510, e não foram corrigidos. 

As análises de CLAE foram realizadas no equipamento da marca Shimadzu, modelo 

PROMINENCE, equipado com bomba LC-20AT, autosampler SIL-10AF, detector SPD-

M20A, forno CTO-20A, CBM-20a. Foi utilizada uma coluna Betasil C18 (25 cm x 4,6 mm 

x 5 µm), fabricada pela Thermo. A fase móvel usada na análise foi composta por mistura 

MeOH (65%)/H2O, com 1% AcOH (35%). Os espectros de RMN ¹H (500 MHz) e DEPTQ 

(125 MHz) foram adquiridos a partir de um Bruker Ultrashield Plus Spectrometer 

(BrukerBioSpin GmbH, Rheinstetten, Alemanha). Foi utilizado como referência interna o 

tetrametilsilano (TMS). Para a solubilização das amostras foram utilizados os solventes 

deuterados clorofórmio (CDCl3), dimetilsulfóxido (DMSO-d6) e acetona [(D3C)2CO]. 

Deslocamentos químicos (δ) foram reportados em partes por milhão (ppm) com relação ao 

DMSO-d6 (2,50 ppm para ¹H e 39,7 ppm para ¹³C) ou ao solvente indicado. As 

multiplicidades dos sinais foram assinaladas como sinal simples (s), sinal duplo (d), duplo-

sinal duplo (dd), sinal múltiplo (m) e sinal largo (sl). Todas as reações, envolvendo 

aquecimento por micro-ondas, foram realizadas em um sistema Discover SP (CEM Inc., 

Matthews, NC, USA) e sob pressão atmosférica. Os espectros na região do Infravermelho 

(IV) foram obtidos no espectrofotômetro da marca Bruker, modelo Vertex 70 (PPGQ – 

UFRRJ), utilizando a técnica de ATR. Os espectros de massa de baixa resolução (EMBR) 

foram obtidos no cromatógrafo em fase gasosa, acoplado ao espectrofotômetro de massas 

GCMSQP2010 da Shimadzu (PPGQ - UFRRJ). Condições de análise: Coluna: vf575MS 

(30 m x 0,25 mm x 0,25 mm); Temperatura: 200 ºC/1’ – 10 ºC – 290 ºC/40 mim; Injetor: 

270 ºC. Os espectros de massas de alta resolução (HRMS) dos novos híbridos preparados 

neste trabalho, inéditos na literatura, foram obtidos no Department of Chemistry & 

Biochemistry da The University of Arizona (Tucson, AZ, USA). O equipamento utilizado 

na análise foi um espectrômetro Bruker ESI-ICR. A amostra foi introduzida por infusão 

(em solução de acetonitrila/metanol) e a análise realizada em modo positivo (ESI, do inglês: 

Elétron Spray Ionization). 

 

Extração de nimesulida (3) a partir do medicamento adquirido comercialmente. 

 

A fim de obter quantidades suficientes de NIM (3) a um baixo custo, optou-se por 

extrair a substância a partir de comprimidos do medicamento genérico, de diferentes 

laboratórios
28

.  

                                                             
28 Nossa opção pela extração se justifica, pois o produto é disponível comercialmente na Sigma-Aldrich a um 

custo de R$ 2.084,00 o frasco de 25 g, enquanto uma caixa do medicamento genérico, contendo 12 

comprimidos de 100 mg, tem um custo de cerca de R$ 10,00. 
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A extração ácido-base foi conduzida de acordo com a metodologia descrita por 

GONSALVES et al. (2013). Foram macerados 10 comprimidos de Nimesulida® de 100 mg 

cada (massa total do fármaco 1,00 g, 0,3 mmol), sendo adicionados em seguida 100 mL de 

hidróxido de sódio 0,10 mol x L
-1

. A mistura foi agitada por 15 minutos e deixada em 

repouso por 15 minutos também, após o qual foi filtrada em algodão umedecido como meio 

filtrante. O resíduo sólido foi desprezado (excipientes insolúveis) sendo adicionado ao 

filtrado 100 mL de ácido clorídrico 0,20 mol x L
-1

, com agitação e deixado em repouso por 

15 minutos, em banho de gelo. Após filtração, o sólido foi espalhado cuidadosamente sobre 

vidro de relógio e seco em estufa a 50 ºC, por 1 hora. Procedeu-se por duas vezes a 

recristalização em etanol do sólido obtido e após seco verificou-se o ponto de fusão. 

 

Isolamento da piperina (5) dos frutos secos de Piper nigrum. 

 

Para a obtenção da piperina necessária para a realização do estudo, foram colocados 

250 g de pimenta-do-reino em um cartucho de uma aparelhagem de Soxhlet e, num balão de 

fundo redondo de 500 mL, foram adicionados 350 mL de etanol a 95%. O sistema foi 

mantido sob refluxo, por aproximadamente 10 horas. Após término da extração, foi feita a 

concentração do extrato em evaporador rotatório. Ao resíduo formado, de aspecto viscoso e 

aroma adocicado, foram adicionados cerca de 100 mL de uma solução alcoólica de KOH 

10%, recentemente preparada, para que ocorresse a precipitação dos taninos e demais 

materiais fenólicos, contaminantes do meio, na forma dos seus respectivos sais de potássio. 

Após filtração a vácuo e remoção do material precipitado, foi adicionada uma pequena 

quantidade de água ao sobrenadante suficiente para que o meio se tornasse turvo. Depois de 

um período de três dias em repouso, formou-se um precipitado amarelo que foi filtrado, sob 

pressão reduzida. O material sólido obtido foi lavado com uma pequena quantidade de água 

gelada, seguido de éter etílico gelado. Após a recristalização em etanol foram obtidos 7,0 g 

(24,6 mmol) (aproximadamente 3%) de piperina na forma de cristais amarelo-claro (IKAN, 

1991).  

 

Preparação do ácido piperínico (6) a partir da hidrólise da piperina (5). 

 

Em um equipamento para refluxo, foram adicionados 2,10 g (7,37 mmol) de 

piperina (5) ao balão de 100 mL de capacidade equipado com barra de agitação magnética, 

contendo 25 mL de solução alcoólica de KOH 20%. A mistura reacional foi mantida sob 

refluxo e agitação por 1 hora no reator de micro-ondas (temperatura de 92ºC e 50 W de 

potência). A reação passou da cor amarela para marrom, com formação de um precipitado, 

tendo sido acompanhada por cromatografia em camada fina. Após o término da reação, o 

etanol da mistura reacional foi evaporado em rotavapor. Foi adicionada água ao resíduo 

sólido formado, deixando-se atingir a temperatura de ebulição para solubilização de todo o 

material precipitado, seguida de filtração a quente. Os contaminantes diferentes do 

carboxilato foram extraídos por duas vezes com éter etílico. A precipitação do ácido como 

um sólido amarelo ocorreu após adição, gota a gota, de uma solução de HCl a 10%, até o 

meio atingir pH próximo de 3. O material foi filtrado sob pressão reduzida e lavado com 

água gelada. O sólido obtido foi seco em dessecador e recristalizado em etanol, gerando 

1,35 g (6,19 mmol) (84%) do ácido piperínico (6). O produto foi devidamente caracterizado 
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pelos métodos convencionais de análise e os dados obtidos estão de acordo com o descrito 

na literatura (FERREIRA, 2006). 

 

 

Preparação do cloreto do ácido piperínico (7). 

 

O ácido piperínico (6) formado na etapa anterior foi adicionado a um balão de 25 

mL de capacidade equipado com barra de agitação magnética e mantido em atmosfera 

inerte com septo de borracha e bolhômetro. Em seguida, foram adicionados 500 mg (2,29 

mmol) do ácido (6) e, após cerca de 30 segundos de borbulhamento de nitrogênio, 

adicionou-se cerca de 1,5 mL (17,62 mmol) do reagente cloreto de oxalila (COCl)2. Esta 

solução foi submetida à agitação em temperatura ambiente por aproximadamente 30 

minutos, em capela de exaustão química (ocorre liberação de CO, CO2 e HCl do meio 

reacional). A reação foi acompanhada por cromatografia em camada fina indiretamente, 

através da reação de uma pequena alíquota com metanol, com a formação do éster metílico 

(eluente hexano: acetato de etila 25%). Concluída a reação, o excesso de (COCl)2 foi 

removido em evaporador rotatório restando apenas o cloreto de acila (7), na forma de um 

resíduo sólido de cor laranja, sendo imediatamente utilizado na etapa posterior das sínteses 

sem tratamento prévio, devido a sua instabilidade em atmosfera úmida. Uma observação 

importante para preparação exitosa do cloreto de ácido envolve a retirada dele do 

evaporador rotativo. O evaporador deve ter sua pressão equalizada pela entrada de 

Nitrogênio, que pode ser introduzido através de um balão de borracha. 

 

Preparação do primeiro híbrido H1 (adaptado de PERICHERLA et al., 2007). 

 

Foram adicionados ao balão contendo o cloreto de ácido (7), 5 mL de solvente 

diclorometano (CH2Cl2), seco por 12 h sobre peneira molecular ativada. O sistema 

permaneceu sob agitação, em banho de gelo. Em outro balão, previamente seco em estufa a 

120 
o
C por 12 h, equipado com barra de agitação magnética, foram adicionados 350 mg de 

nimesulida (3) e, sob atmosfera de N2, foi adicionado 0,86 mL de trietilamina (6 

equivalentes; 0,626g), dissolvida em cerca de 10 mL de CH2Cl2. Esta solução foi gotejada 

sobre o meio reacional contendo o cloreto de ácido (7). Após finalizada a adição do NIM 

(3) ao cloreto de ácido (7), a mistura reacional foi mantida sob agitação, à temperatura 

ambiente, por 12 horas. Na sequência, uma alíquota foi retirada para acompanhamento da 

reação em cromatografia de camada fina (eluente hexano: acetato de etila 25%), utilizando 

o ácido piperínico (6) como referência, o que demonstrou formação de produto. O solvente 

foi evaporado em rotavapor, e foram adicionados cerca de 50 mL de acetato de etila ao 

resíduo obtido. Procedeu-se uma extração por partição do produto duas vezes com 10 mL 

de NaOH 5%, sob forte agitação, a fim de retirar a nimesulida (3) residual. As fases foram 

separadas em funil de separação e a fase orgânica contendo o produto foi lavada três vezes 

com 10 mL de água destilada e solução saturada de cloreto de sódio. A fase orgânica foi 

seca em sulfato de sódio (Na2SO4) e a solução límpida amarelo-clara resultante foi 

concentrada sob pressão reduzida, em evaporador rotatório. O produto bruto foi 

solubilizado em CH2Cl2 para purificação em coluna empacotada com sílica-gel, utilizando 

como eluente (hexano: acetato de etila 25%). O eluído foi acompanhado por cromatografia 

de camada fina para identificação das frações contendo o produto H1, que foram juntadas e 
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deixadas por 48 horas para evaporação do solvente. O produto purificado foi obtido como 

um sólido amorfo de cor amarelada (325 mg, 0,6 mmol, 60%). 

 

H1: Rendimento 60% PF. 145-146 ºC 

 

(2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)-N-(metilsulfonil)-N-(4-nitro-2-fenoxifenil) penta-2,4-

dienamida. 

 

RMN 
1
H (500 MHz, CDCl3) δ (ppm): 8,06 (d, 1H); 7,67 (d, 3H); 7,46 (dd, 2H); 7,32 (d, 

1H); 7,09 (d, 2H); 6,98 (d, 2H); 6,94 (d, 1H); 6,81 (d, 1H); 6,63 (dd, 1H); 6,01 (s, 2H); 5,79 

(d, 1H); 3,54 (s, 3H). 

 

DEPTQ (125 MHz, CDCl3) δ (ppm): 165,80; 155,88; 154,00; 149,39; 149,21; 148,41; 

148,09; 143,22; 133,64; 131,21; 130,78; 130,07; 126,28; 123,85; 123,78; 120,28; 117,94; 

117,72; 112,16; 108,64; 105,92; 101,56; 42,61. 

 

HRMS: m/z 531,0833 [M + Na]
+
 

 

Preparação da anilina (4) derivada da nimesulida (3). 

 

Num balão de 25 mL, equipado com condensador de refluxo e barra de agitação 

magnética, foram adicionados à solução de nitro-sulfonamida (3) (339 mg; 1,1 mmol) em 

20 mL de mistura etanol/água (2:1), ferro metálico (365 mg; 6,5 mmol) e cloreto de amônio 

(65 mg; 1,2 mmol). A mistura reacional foi mantida sob refluxo, durante 1 hora, e 

acompanhada por cromatografia de camada fina em placas de sílica, visualizadas sob luz 

ultravioleta. Constatado o término da reação por CCF, o material foi filtrado em coluna de 

sílica e a solução obtida foi concentrada sob pressão reduzida. Ao resíduo, foi adicionado 

gelo e o precipitado resultante foi filtrado para obtenção do derivado nimesulida reduzida 

de interesse (4) (MAIA et al, 2009). O produto foi caracterizado pelos métodos 

convencionais de análise e os dados obtidos estão de acordo com aqueles anteriormente 

descritos na literatura para o mesmo produto (JIAN et al, 2017).  

 

Preparação do segundo híbrido H2. 

 

Em um balão de fundo redondo com 25 mL de capacidade, completamente seco 

contendo agitador magnético, foram adicionados 250 mg (1,1 mmol) de ácido piperínico 

(6) e em seguida foi acoplado o bolhômetro e entrada de nitrogênio, para garantir atmosfera 

inerte. Após cerca de 30 segundos de borbulhamento, foi adicionado 1 mL de (COCl)2 

através de uma seringa com agulha própria. O sistema foi mantido sob agitação em capela 

de exaustão química, atmosfera inerte e temperatura ambiente, por cerca de 45 minutos. A 

cor alaranjada da solução inicial torna-se vermelho alaranjado forte, indicando a formação 

do cloreto de acila (7). A presença de 7 foi confirmada mediante retirada de pequena 

alíquota gotejada sobre metanol. Imediatamente, ocorre a formação de éster metílico, 

visualizada na cromatografia de camada fina com eluente hexano: acetato de etila 25%. 

Após este tempo, o sistema de entrada de N2 foi retirado e o balão contendo a mistura 

reacional foi levado ao rotavapor para evaporação do excesso de (COCl)2 remanescente. 
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Finalizada a evaporação, o balão foi novamente acoplado à entrada de nitrogênio para 

garantir atmosfera inerte para a próxima etapa reacional. Foram adicionados ao balão 

contendo o cloreto de ácido, 5 mL de solvente diclorometano. O sistema foi mantido com 

agitação e banho de gelo. 

Em outro balão completamente seco contendo agitador magnético, foram 

adicionados 300 mg (1,1 mmol) de nimesulida reduzida (4), imediatamente fechado e, sob 

atmosfera de N2, adicionados cerca de 10 mL de CH2Cl2 seco e 10 mL de trietilamina 

(PERICHERLA et al., 2007). Esta solução foi gotejada sobre o meio reacional contendo o 

cloreto de ácido (7). Após finalizada a adição da nimesulida reduzida (4) ao cloreto de 

ácido (7), a mistura reacional foi mantida sob agitação e em temperatura ambiente, por 

cerca de 1 hora. A reação foi acompanhada por cromatografia de camada fina utilizando 

como eluente hexano: acetato de etila 25%, em relação ao ácido piperínico (6) como 

referência, o que demonstrou formação de produto. A mistura foi vertida em água e 

extraída 3 vezes com diclorometano. As fases orgânicas foram juntadas e lavadas 2 vezes 

com HCl 10% e água, secas em Na2SO4 e concentrada. O resíduo sólido obtido foi 

purificado por recristalização em mistura de clorofórmio e acetato de etila, gerando 0,350 g 

da amida desejada (0,73 mmol, 60% de rendimento), na forma de um sólido amorfo, de 

coloração bege. Ponto de fusão 192-193 ºC. 

 

H2: Rendimento 60% PF. 192-193 ºC 

 

(2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)-N-{4-[(metilsulfonil)amino]-3-fenoxifenil}penta-2,4-

dienamida. 

 

RMN 
1
H (500 MHz, acetona) δ (ppm): 9,43 (s, 1H); 8,21 (s, 1H); 7,54 (s, 1H); 7,52 (s, 1H); 

7,45 (s, 1H); 7,44 (s, 1H); 7,42 (s, 1H); 7,39 (m, 1H); 7,21 (s, 1H); 7,15 (s, 1H); 7,13 (s, 

1H); 7,11 (s, 1H); 7,03 (dd, 1H); 6,86 (d, 1H); 6,93 (s, 1H); 6,91 (s, 1H); 6,27 (d, 1H); 6,04 

(s, 2H); 3,00 (s, 3H). 

 

DEPTQ (500 MHz, acetona) δ (ppm): 163,91; 156,37; 149,79; 148,41; 141,69; 139,16; 

138,24; 131,06; 129,96; 125,70; 124,90; 123,93; 123,88; 122,83; 119,10; 114,30; 109,15; 

108,32; 105,57; 101,51; 39,16. 

 

HRMS: m/z 479,1272 [M + H]
+
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS - BIOLÓGICOS 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Animais - Camundongos da linhagem BALB/c de ambos os sexos, com 6-8 

semanas de idade foram obtidos do Instituto de Veterinária da Universidade Federal Rural 

do Rio de Janeiro, e mantidos em microisoladores, com ração e água ad libitum.  

 

Declaração de Ética – O presente estudo foi realizado em estrita conformidade com 

as recomendações do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório, do National 

Institutes of Health (Estados Unidos). O protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal do Instituto de Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro (CEUA-IV, Número de Autorização: 8819010217), e todos os esforços foram 

envidados para minimizar o sofrimento. 

 

Parasitos – Nos ensaios deste estudo, foi utilizado o protozoário Trypanosoma 

cruzi, cepa Y. Os parasitos foram gentilmente cedidos pela Doutora Mirian Cláudia de 

Souza Pereira, chefe do Laboratório de Ultraestrutura Celular, pertencente ao Instituto 

Oswaldo Cruz, da Fundação Oswaldo Cruz, Fiocruz – RJ. Todos os experimentos foram 

conduzidos com biossegurança nível 2. As formas epimastigotas utilizadas nos 

experimentos são de até décima passagem, no máximo, após seu descongelamento. Cerca 

de 1-2 mL de sangue de camundongo BALB/c infectado com 10
6
 tripomastigotas x mL

-1
 de 

T. cruzi, cepa Y, foram transferidos para uma garrafa de cultura de células contendo 40 mL 

de infusão de tecido cardíaco e cerebral (BHI, do inglês Brain Heart Infusion (BD 

Bioscience) suplementada com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco), 20 µg x mL
-1

 de 

ácido fólico (Sigma-Aldrich), 12 µg x mL
-1 

de hemina (Sigma-Aldrich), 10 µg x mL
-1

 de 

gentamicina (Sigma-Aldrich), sendo esse meio chamado de BHI completo) e mantido em 

repouso na BOD, a 27 ºC por oito dias, para o isolamento das formas epimastigotas 

diferenciadas. O material foi retirado desta garrafa, e à garrafa vazia foram adicionados 20 

mL de BHI completo e mantida na BOD, por 15 dias. O sobrenadante retirado da garrafa 

inicial apresentou cerca de 6 x 10
4 

epimastigotas x mL
-1

 e foi utilizado para montar duas 

garrafas de primeira passagem de epimastigotas, com inóculo de 10
6
 epimastigotas x mL

-1
, 

cada. O material decantado (pellet de isolamento de epimastigotas) foi ressuspendido em 2 

mL de BHI completo e centrifugado a 2200 rpm, 10 minutos, 4 ºC. O pellet foi 

ressupendido em SFB e quantificado apresentando cerca de 1 x 10
8
 epimastigotas x mL

-1
. 

Em seguida, foram adicionados 10% de DMSO para formar a solução congelante e foram 

congeladas as amostras de isolamento com 20 x 10
6
 epimastigotas x mL

-1
 de primeira 

passagem, em cada criotubo. O material foi mantido overnight a -80 ºC e então armazenado 

em nitrogênio líquido (-196 ºC). Para o trabalho desta tese, foi utilizado inóculo de 10
6
 

epimastigotas x mL
-1

 em todas as passagens dos parasitos. A partir das garrafas de primeira 

passagem foi possível fazer a manutenção e o congelamento de pool de primeira a décima 

passagens destas formas epimastigotas. A cultura de epimastigota anteriormente preparada 

(garrafa que foi mantida por 15 dias na BOD) foi utilizada para a diferenciação de formas 

epimastigotas em formas tripomastigotas metacíclicas. Nos 14º e 15º dias da cultura, há 

algumas formas tripomastigotas presentes. Então foram retirados 2 mL de caldo desta 

cultura contendo tripomastigotas e adicionados a 4 garrafas de LLCMK2 semi-confluente 

para infecção. A partir do 7º dia pós-infecção foi possível recolher as formas 

tripomastigotas liberadas para fazer um estoque de formas infectivas necessárias para a 

realização dos experimentos da tese. 

 



110 

 

Manutenção de células LLCMK2 – A linhagem de células epiteliais aderentes de 

LLCMK2, proveniente de macacos Rhesus da espécie Macaca mulata, obtidas a partir do 

tecido do Rim, foi fornecida gentilmente pelo Professor Doutor Célio Geraldo Freire-de-

Lima, chefe do Laboratório de Imunomodulação, pertencente ao Instituto de Biofísica 

Carlos Chagas Filho (IBCCF), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As 

células foram mantidas in vitro, em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) completo (2 mM de 

glutamina, 50 mM de β-mercaptoetanol, 100 mM piruvato, 50 µg x mL
-1 

de gentamicina, 

aminoácidos não essenciais, suplementado com 2,5% de SFB), em estufa a 37 ºC com 

atmosfera úmida contendo 5 % de CO2. 

 

Obtenção de macrófagos peritoneais - Camundongos BALB/c foram eutanasiados 

com inalação de Isoflurano, como descrito no protocolo aprovado pela CEUA/IV/UFRRJ. 

Em seguida, macrófagos peritoniais residentes foram obtidos através do lavado da cavidade 

peritoneal com 5 mL de DMEM (Gibco-Invitrogen) suplementado e sem soro. As células 

foram contadas em câmara de Neubauer, utilizando-se solução de 0,01% de Azul de Tripan 

(Riedel-de Haen) em PBS (PBS, do inglês Phosphate Buffered Saline) para análise da 

viabilidade celular, e ajustadas para concentração de 2 x 10
5
 células x mL

-1
 em meio 

DMEM suplementado e com 10 % de SFB. Então, 1 mL dessa suspensão foi distribuída, 

em triplicatas, em microplacas de 24 e 48 poços para cultura de células (TPP
®
). As placas 

foram incubadas em estufa a 37
º
C e 5% CO2, por 3 horas. 

 

Crescimento das formas epimastigotas dos parasitos - As formas epimastigotas de 

T. cruzi Y foram cultivadas em meio BHI completo. As culturas de parasitos foram 

mantidas em incubadora BOD a 27ºC, com passagem a cada 7 dias, utilizando inóculo de 

10
6
 parasitos x mL

-1
 em 25 mL de meio BHI completo. Para os experimentos com as 

formas epimastigotas, os parasitos foram centrifugados a 2200 rpm, 10 minutos, a 4 ºC 

(condições de centrifugação utilizadas para os epimastigotas em todos os ensaios). Em 

seguida, os parasitos foram ressuspendidos em 10 mL de BHI completo e contados em 

câmara de Neubauer, com 0,01% de azul de Tripan (Riedel-de Haen). 

 

Crescimento das formas tripomastigotas dos parasitos – As formas tripomastigotas 

metacíclicas de T. cruzi Y foram obtidas de culturas de células LLCMK2. Após o 

crescimento das células LLCMK2, o meio de cultivo foi descartado e as células foram 

lavadas com tampão fosfato-salino para a retirada do SFB. Em seguida, as células foram 

tripsinizadas por incubação de 5 a 10 minutos a 37 ºC com solução contendo 1 mM de 

ácido etileno diamino tetra-acético (Sigma-Aldrich) e 0,25% de tripsina (Life 

Technologies) em PBS. A incubação foi interrompida pela adição de PBS suplementado 

com 10% de SFB, seguida por centrifugação a 1500 rpm, por 6 minutos, a 4 ºC. O 

sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em diluição de 1:10 em meio RPMI 

completo (Sigma-Aldrich) Quando a cultura alcançou 50% de confluência, as células de 

LLCMK2 foram infectadas com as formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi na razão 

de 5 parasitos por célula. Após 24 horas de interação parasito-célula hospedeira, os 

parasitos não internalizados foram removidos pelo descarte do meio da cultura. As células 

foram lavadas três vezes com PBS, havendo reposição de meio RPMI 1640 completo. A 

obtenção das formas tripomastigotas para a infecção de macrófagos foi feita a partir da 
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coleta do sobrenadante das células LLCMK2, nos 7º e 9º dias após infecção (picos 

parasitêmicos).  

Ensaio de citotoxicidade - A toxicidade celular foi avaliada através do método 

colorimétrico do XTT {do inglês 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-

[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide} para a quantificação do metabolismo 

mitocondrial e atividade da cadeia respiratória, na presença do aceptor de elétrons 

metassulfato de fenazina (PMS, do inglês Phenazine Methosulfate). Esse reagente é usado 

como carreador intermediário de elétrons, aumentando a produção de formazan e 

diminuindo o tempo de incubação (DA COSTA, 2017). 

Os macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, obtidos como descrito 

anteriormente, foram cultivados em microplacas de 96 poços, com meio de cultura DMEM 

completo, numa concentração final de 1 x 10
5
 células por poço, mantidos nas mesmas 

condições que as experimentais, como controle para a técnica. Os macrófagos foram então 

incubados com nimesulida (3), nas concentrações de 1 a 10 µg x mL
-1

, por 48 horas. Após 

os períodos de incubação, 50 µL de solução de XTT (1,8 mg de XTT, 75 µL de PMS e 

1425 µL de PBS 1x) foram adicionados em cada poço, deixando incubar pelo período de 4 

horas, seguida de leitura em um leitor de microplacas (Spectramax M3), com filtro de 490 

nm. (O mesmo procedimento foi empregado no ensaio com piperina (5), benznidazol (2) e 

H1). 

A população enriquecida com linfócitos esplênicos foi obtida do baço de 

camundongos BALB/c. O baço foi macerado e o lavado resultante, centrifugado a 1500 

rpm, por 6 minutos, a 4 ºC. O pellet, contendo os linfócitos e hemáceas, foi tratado com 3 

mL de solução de tampão de lise de hemácias ACK 1x (formulação para 1 L: 8 g NH4Cl, 1 

g KHCO3, 1,84 g EDTA) a 37 ºC por 5 minutos, em estufa de CO2. Após a lise, foram 

adicionados 3 mL de SFB, e centrifugado nas mesmas condições acima. O pellet de 

linfócitos foi ressupendido em meio RPMI completo para quantificação das células em 

câmara de Neubauer, com 0,01% de azul de Tripan (Riedel-de Haen). Os linfócitos foram 

cultivados em microplacas de 96 poços, com meio de cultura DMEM completo, numa 

concentração final de 1 x 10
5
 células por poço, mantidos nas mesmas condições que as 

experimentais, como controle para a técnica. Os linfócitos foram incubados com nimesulida 

(3), e quantificados por XTT, seguindo os mesmos procedimentos empregados para os 

macrófagos. (O mesmo procedimento foi empregado no ensaio com piperina (5), 

benznidazol (2) e H1). 

As células LLCMK2 foram cultivadas em microplacas de 96 poços, com meio de 

cultura RPMI completo, numa concentração final de 1 x 10
5
 células por poço, mantidas nas 

mesmas condições que as experimentais, como controle para a técnica. As células foram 

então incubadas com nimesulida (3), nas concentrações de 1,56 a 100 µM, a 27 ºC, por 48 

horas em estufa BOD. Para analisar a viabilidade das células na presença da nimesulida (3), 

foi realizado o ensaio de redução do MTT (do inglês 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 

diphenyl tetrazolium bromide). De acordo com o método desta técnica, as células viáveis 

com metabolismo ativo são capazes de reduzir o sal MTT produzindo o composto colorido 

formazan, em forma de cristais, que devem ser dissolvidos em dimetilsulfóxido antes da 

leitura da absorbância, em filtro de 570 nm (RISS et al., 2013). Para verificar a viabilidade 

em T.cruzi, a metodologia do ensaio de redução de MTT foi adaptada de MUELAS-

SERRANO et al. (2000), utilizando o reagente PMS. O efeito citotóxico foi avaliado pelo 



112 

 

percentual de inibição de crescimento celular em relação ao controle em 50% (IC50). (O 

mesmo procedimento foi empregado no ensaio H1).  

 

Viabilidade celular das formas epimastigotas de T.cruzi Y, em diferentes 

concentrações de nimesulida (3) e demais substâncias – Todas as formas epimastigotas de 

T.cruzi Y foram utilizadas em fase exponencial de crescimento (96 h) e ressuspendidas em 

meio BHI completo na concentração final de 2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
. Em microplacas de 

cultura de 96 poços, foram adicionados 100 µL da cultura de parasitos, na presença ou não 

de diferentes concentrações da NIM (3). Foram utilizadas concentrações numa faixa de 

1,56 µM a 100 µM, em diluição seriada usando fator de diluição igual a dois. As placas 

foram incubadas a 27 ºC, por 72 horas em estufa BOD. Para analisar a viabilidade dos 

parasitos na presença da nimesulida (3), foi realizado o ensaio de redução do MTT. O efeito 

tripanocida foi avaliado pelo percentual de inibição de crescimento dos parasitos em 

relação ao controle em 50% (IC50). A substância utilizada como controle foi o fármaco 

Benznidazol®. (O mesmo procedimento foi empregado no ensaio com nimesulida reduzida 

(4), piperina (5), H1 e H2). 

 

Preparação das soluções das moléculas utilizadas no tratamento de formas 

evolutivas de T. cruzi – Para o preparo das soluções dos compostos, foi preparada solução 

estoque de 30 mM para cada uma das moléculas, utilizando DMSO como diluente. 

concentração final de DMSO nos ensaios foi 0,12 %. A concentração das moléculas em 

cada poço foi ajustada para a concentração desejada. A maior concentração citotóxica 

inócua testada para nimesulida (3) e benznidazol (2) foi 10 µg x mL
-1

. Transformando as 

unidades de concentração, este valor corresponde a 32 µM para nimesulida (3) – PM 308 g 

x mol
-1

 e 38 µM para benznidazol (2) – PM 260 g x mol
-1

. Dessa forma, após a realização 

dos ensaios citotóxicos, estas substâncias foram utilizadas nos experimentos seguintes nas 

concentrações comuns de 17 µM e/ou 35 µM. O benznidazol utilizado nos ensaios foi 

obtido do LAFEPE, lote 140201/14. Todos os compostos testados frente às diferentes 

formas evolutivas do Trypanosoma cruzi tiveram seus graus de pureza avaliados por 

CLAE-DAD (fase reversa), apresentando pureza ≥ 95%. Na Figura 56, (Anexos, página 

173), encontram-se os cromatogramas de todas as moléculas utilizadas nos ensaios deste 

trabalho.  

 

Infecção de macrófagos in vitro com tripomastigotas e tratamento com 

nimesulida (3) – Nos dias de picos de liberação de tripomastigotas, o sobrenadante da 

cultura de células LLCMK2 infectadas foi centrifugado para a obtenção das formas 

parasitárias de T. cruzi. No entanto, em geral, amastigotas costumam estar presentes no 

sobrenadante (isto foi verificado através da observação em microscópio óptico, com 

aumento de 40x). Como as amastigotas podem ser fagocitadas por macrófagos e 

replicarem-se, tal fato poderia interferir na interpretação dos resultados para a infecção. Por 

isso, visando obter somente tripomastigotas para a infecção, optou-se por fazer a 

purificação das culturas empregadas. Para o procedimento, as formas tripomastigotas e 

amastigotas presentes no sobrenadante da cultura de LLCMK2 foram removidas da garrafa 

de cultura de células, centrifugadas a 1550 rpm, durante 6 minutos a 5 ºC, para retirada das 

células LLCMK2. Em seguida, o sobrenadante foi centrifugado a 4000 rpm, durante 10 

minutos a 4 ºC para baixar as formas tripomastigotas e amastigotas, eventualmente 
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presentes. Após a centrifugação, o tubo foi deixado na posição vertical em estufa a 37 ºC 

com atmosfera úmida contendo 7% de CO2, durante 2 horas para obtenção apenas da forma 

tripomastigota no sobrenadante (isto foi verificado através da observação em microscópio 

óptico, com aumento de 40x). Após 2 horas, o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 RPM 

durante 15 minutos à temperatura de 10 ºC na centrífuga Sorvall, rotor SS-34. O 

precipitado foi ressuspendido em meio RPMI (Sigma) completo chegando-se a uma 

concentração de 1 x 10
7
 parasitos x mL

-1
 (nesta suspensão estão presentes unicamente as 

formas tripomastigotas, fato verificado através da observação em microscópio óptico, com 

aumento de 40x). Os macrófagos foram infectados com as formas tripomastigotas obtidas e 

ajustados à proporção de 3 parasitos para 1 macrófago
29

. A cultura foi mantida em estufa a 

37 ºC com atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Após 24 horas de infecção, os poços 

foram lavados com solução salina PBS para remoção dos parasitos não internalizados e 

mantidos em meio DMEM completo, na presença ou não, de nimesulida (3) e benznidazol 

(2) 35µM. Foram mantidos em estufa a 37 ºC com atmosfera úmida contendo 5% de CO2, 

durante nove dias. A multiplicação dos parasitos foi avaliada após sete e nove dias em 

cultura, pela contagem em câmara de Neubauer das formas tripomastigotas livres nos 

sobrenadantes. (O mesmo procedimento foi empregado no ensaio com H1). 

 

Viabilidade Celular por citometria de fluxo – Para a elucidação do tipo de morte 

celular, os parasitos foram tratados com nimesulida (3) por 24 horas, em número de 1 x 10
6
 

parasitos por poço. Após o tratamento, foram centrifugados e ressuspendidos em 1000 µL 

de tampão; novamente centrifugados e tratados com Anexina V-FITC (AV) e Iodeto de 

Propídeo (IP), e analisados em citômetro de fluxo (FACSCALIBUR Becton & Dicknson). 

 

Análise Ultraestrutural – Formas epimastigotas (2 x 10
5
 parasitos x mL

-1
) de 

terceira passagem, na fase exponencial de crescimento, foram tratados por 24 horas com a 

sulfonamida (3) 35 µM, e fixados com glutaraldeído a 2,5%, diluído em cacodilato de sódio 

0,1 M, contendo 3,5% de sacarose, pH 7,2, por 1 hora a 4 ºC. Após esse tempo, os parasitos 

foram lavados no mesmo tampão e pós-fixados com tetróxido de ósmio 1% (OsO4), diluído 

em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2, por 1 h a 4 ºC. Então, as células foram 

lavadas no mesmo tampão, e desidratadas em um gradiente de acetona (30%, 50%, 70%, 

90% e 100%) e incorporado em resina PolyBed 812. Após a polimerização, foram obtidas 

secções ultrafinas no Leica ULTRACUT S UCT e coradas com 5% de acetato de 

uranilo/1% de citrato de chumbo. A análise foi realizada sob o microscópio eletrônico de 

transmissão (Jeol JEM-1011) Rudolf Barth, na Plataforma de Microscopia Eletrônica da 

Fiocruz (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), sob a supervisão da Dr
a 
Suzana Côrte-Real. 

 

Análise estatística – As análises estatísticas foram conduzidas no programa 

GraphPad Prism, versão 5, em testes de análise one-way ANOVA para amostras 

                                                             
29 A multiplicidade de infecção está de acordo com a literatura para ensaios com a cepa Y. No entanto, foi realizado um 

experimento visual de acompanhamento da infecção nas proporções de 1:1; 3:1 e 5:1. Onde observou-se que, no primeiro 

caso, a infecção foi baixa o suficiente para não haver liberação após 7 ou 9 dias. No segundo caso, a infecção seguiu 

conforme os dias de picos parasitêmicos e, na proporção de 5:1, observou-se perda de integridade morfológica dos 
macrófagos, com muitos debris celulares no sobrenadante, após 5 dias de infecção. O que fez supor que, talvez pelo fato 

da cepa Y ser muito infectiva, a multiplicidade de infecção era demasiado forte. Desta forma, utilizou-se em todos os 

experimentos de infecção, a multiplicidade de 3 tripomastigotas para cada macrófago. 
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independentes. Os valores de significância foram representados nos gráficos por (*) para 

valores com p<0,05; (**) para valores com p<0,01 e (***) para valores com p<0,001. 

Valores de <0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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CROMATOGRAMAS DAS SUBSTÂNCIAS UTILIZADAS NOS ENSAIOS 

BIOLÓGICOS. 
 

 

Figura 56. Análises de cromatografia líquida de alta eficiência para as substâncias isoladas ou 

obtidas por transformações químicas, testadas frente às diferentes formas evolutivas do T. cruzi. 

Cromatograma A: Nimesulida (3); Cromatograma B: Nimesulida reduzida (4); Cromatograma C: 

Híbrida nimesulida-piperina, H1; Cromatograma D: Híbrida nimesulida-piperina, H2; 

Cromatograma E: Piperina (5), isolada de Piper nigrum. Todos os compostos enviados para 

avaliação biológica apresentaram grau de pureza > 95% por CLAE. O equipamento e coluna 

utilizados, bem como as condições de análise, encontram-se descritas na parte experimental desta 

tese. 
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Nimesulida (3). 

 

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm
-1

): 

 

νN-H = 3280 (estiramento N-H amida secundária); 

νC=C (Csp2) =1515 e 1486 (vibração da ligação C=C do anel aromático); 

δN-H = 1587 (deformação angular simétrica no plano N-H amida secundária); 

δNO2 = 1332 (deformação axial assimétrica e simétrica);  

δSO2 = 1245 e 1216 (deformação axial assimétrica e simétrica);  

νC-O-C = 1151 (estiramento C-O de éter);  

δC-H (Csp2) = 973 (deformação angular núcleo aromático); 

δC-H (Csp2) = 804 (deformação angular anel aromático 2H adjacentes); 

δC-H (Csp2) = 740 e 698 (deformação angular anel aromático 5H adjacentes). 

δC-H (Csp3) = 514 (deformação angular fora do plano CH3).  

 

 

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

T
ra

n
s
m

it
ta

n
c
e

5
1
4
.9

3

6
9
8
.1

57
4
0
.5

8
8
0
4
.2

2

9
7
3
.9

4

1
1
5
1
.3

7
1
2
1
6
.9

4

1
3
3
2
.6

6

1
4
8
6
.9

4
1
5
1
5
.8

7
1
5
8
7
.2

3

3
2
8
0
.5

3

 
 

Espectro 1. Espectro de infravermelho da nimesulida (3). 
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Espectro 2. Espectro de RMN 

1
H da nimesulida (3) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Espectro 3. Espectro de RMN 

13
C da nimesulida (3) em CDCl3 500 MHz. 
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NH
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Nimesulida (3) 

 
Tabela 10. Deslocamento químico de RMN 

1
H e RMN 

13
C para a nimesulida (3). 

 

Posição  δ
 1
H (ppm) 

 
δ

13
C (ppm) 

1 --- 146,37 (C) 

2 --- 143,72 (C) 

3 7,80-7,78 (d, 1H) 125,95 (CH) 

4 --- 154,17 (C) 

5 8,04-8,01 (d, 1H) 130,69 (CH) 

6 7,68 (d, 1H) 130,69 (CH) 

CH3 3,19 (s, 3H) 40,56 

1’ 7,11-7,09 (d, 1H) 119,41 (CH) 

2’ 7,49-7,47 (d, 1H) 119,69 (CH) 

3’ 7,32 (m, 1H) 111,91 (CH) 

4’ 7,49-7,47 (d, 1H) 119,69 (CH) 

5’ 7,11-7,09 (d, 1H) 117,38 (CH) 

6’ --- 133,97 (C) 
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Dados do Espectro de Massas: 

 

 

 

EM / IE: m / z= 308 (M
+.

, 100%); 281(17%); 229 (88%); 199 (34%); 154 (82%). 
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Espectro 4. Espectro de massas da nimesulida (3). 
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Nimesulida reduzida (7). 

 

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm
-1

): 

 

νN-H = 3396 (estiramento N-H amina primária aromática); 

νN-H = 3328 (estiramento N-H amida secundária); 

νN-H = 2360 e 2341 (estiramento N-H amina primária aromática); 

δN-H = 1585 (deformação angular simétrica no plano N-H amida secundária); 

νC=C (Csp2) = 1689 e 1486 (vibração da ligação C=C do anel aromático); 

δSO2 = 1311 e 1213 (deformação axial assimétrica e simétrica);  

νC-O-C = 1126 (estiramento C-O de éter);  

δC-H (Csp2) = 968 (deformação angular núcleo aromático); 

δC-H (Csp2) = 800(deformação angular anel aromático 2H adjacentes); 

δC-H (Csp2) = 759 e 686 (deformação angular anel aromático 5H adjacentes). 

δC-H (Csp3) = 516 (deformação angular fora do plano CH3). 
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Espectro 5. Espectro de IV da nimesulida reduzida (7). 
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Espectro 6. Espectro RMN 
1
H da nimesulida reduzida (7) em DMSO-d6 500 MHz. 
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Espectro 7. Espectro de RMN 
13

C da nimesulida reduzida (7). 
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Nimesulida reduzida (7) 

 

Tabela 11. Deslocamento químico de RMN 
1
H e RMN 

13
C para a nimesulida reduzida (7). 

 

Posição δ
 1
H (ppm) δ 

13
C (ppm) 

1 --- 115,25 (C) 

2 --- 149,59 (C) 

3 6,31-6,28 (d, 1H) 103,25 (CH) 

4 --- 156,67 (C) 

5 6,05 (d, 1H) 109,29 (CH) 

6 7,01-6,99 (d, 1H) 124,03 (CH) 

SO2CH3 2,88 (s, 3H) 40,46 (CH3) 

1’ 7,18-7,15 (m, 1H) 119,78 (CH) 

2’ 7,44-7,40 (m, 1H) 131,00 (C) 

3’ 7,07-7,05 (d, 1H) 130,38 (CH) 

4’ 7,44-7,40 (m, 1H) 131,00 (C) 

5’ 7,18-7,15 (m, 1H) 119,78 (CH) 

6’ --- 153,65 (C) 

NH 8,79 (s, 1H) --- 

NH2 5,28 (s, 2H) --- 
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Dados do Espectro de Massas: 

 

 

 

EM: m / z= 278 (M
+.

, 19%); 199 (100%); 171 (57%); 154 (10%). 
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Espectro 8. Espectro de massas da nimesulida reduzida (7). 
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Piperina (4). 

 

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm
-1

): 

 

 

νC-H (Csp
2
) = 3008 (estiramento de C-H de sistema aromático); 

νC-H (Csp
3
) = 2940-2858 (estiramento de metilenos do anel piperidínico); 

ν(C=O) =1633 (estiramento da carbonila de amida conjugada); 

νC=C (Csp
2
) = 1583-1490 (vibração da ligação C=C do esqueleto aromático); 

δC-H (Csp
2
) = 929 (deformação angular de C-H para H isolado no sistema aromático); 

δC-H (Csp
2
) = 846 (deformação angular de C-H para 2H no sistema aromático). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 9. Espectro de IV da piperina (4). 
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Espectro 10. Espectro RMN 
1
H da piperina (4) em CDCl3 a 500 MHz. 

 

 

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Chemical Shift (ppm)

2
4
.6

7
2
5
.6

3
2
6
.7

4

4
3
.2

4

4
6
.9

2

7
6
.7

5
7
7
.0

7
7
7
.3

9

1
0
1
.2

8

1
0
5
.6

6

1
0
8
.4

9

1
2
0
.0

8
1
2
2
.5

1
1
2
5
.3

7

1
3
1
.0

2

1
3
8
.2

1

1
4
2
.4

7

1
4
8
.2

0

1
6
5
.4

2

Clorofórmio

 
 

Espectro 11. Espectro de RMN 
13

C da piperina (4). 
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O
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N
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Piperina (4). 

 

 

Tabela 12. Deslocamento químico (δ) de 
1
H e 

13
C para a piperina (4). 

 

Posição  δ
 1
H (ppm) δ 

13
C (ppm) 

1 --- 131,02 (C) 

2 6,99 (d, 1H) 105,66 (CH) 

3 --- 148,20 (C) 

4 --- 148,20 (C) 

5 6,80 – 6,74 (m, 1H) 108,49 (CH) 

6 6,89 (d, 1H) 122,51 (CH) 

C=O --- 165,42 (C) 

1’ 3,65-3,54 (m, 2H) 46,92 (CH2) 

2’ 1,69 – 1,57 (m, 2H) 24,67 (CH2) 

3’ 1,69 – 1,57 (m, 2H) 25,63 (CH2) 

4’ 1,69 – 1,57 (m, 2H) 26,74 (CH2) 

5’ 3,65-3,54 (m, 2H) 43,24 (CH2) 

α 6,47-6,43 (d, 1H) 120,08 (CH) 

β 7,44-7,28 (m, 1H) 142,47 (CH) 

γ 6,80 – 6,74 (m, 1H) 125,37 (CH) 

δ 6,80 – 6,74 (m, 1H) 138,21 (CH) 

OCH2O 5,98 (s, 2H) 101,28 (CH2) 
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Dados do Espectro de Massas: 

 

 

 

EM: m/z= 285 (M
+.

, 30%); 201 (75%); 173 (25%); 143 (25%); 115 (100%). 
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Espectro 12. Espectro de massas da piperina (4). 
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Ácido piperínico (5). 

 

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm
-1

): 

 

 

νO-H = 2918 e 2544 (estiramento O-H banda larga); 

ν C=O = 1673 (estiramento C=O carbonila de ácido conjugada); 

νC=C (Csp2) = 1598, 1491 (vibração da ligação C=C do anel aromático); 

νC-O-C = 1253 (estiramento metilenodioxi);  

δC-H (Csp2) = 924 (deformação angular núcleo aromático); 

δC-H (Csp2) = 796 (deformação angular anel aromático 2H adjacentes). 
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Espectro 13. Espectro de IV do ácido piperínico (5). 
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Espectro 14. Espectro RMN 
1
H do ácido piperínico (5) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Espectro 15. Espectro de RMN 

13
C do ácido piperínico (5). 
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OH
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Ácido piperínico (5). 

 
Tabela 13. Deslocamento químico (δ) de 

1
H e 

13
C para o ácido piperínico (5). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Posição δ
 1
H (ppm) δ 

13
C (ppm) 

1 --- 130,90 (C) 

2 7,19 (sl, 1H) 105,66 (CH) 

3 --- 148,62 (C) 

4 --- 148,46 (C) 

5 6,88-6,87 (d, 1H) 123,06 (CH) 

6 7,07-7,05 (m, 1H) 120,58 (CH) 

C=O --- 167,13 (C) 

α 6,01-5,98 (d, 1H) 108,35 (CH) 

β 7,44-7,39 (m, 1H) 145,01 (CH) 

γ 6,99 (m, 1H) 139,96 (CH) 

δ 6,98 (m, 1H) 124,76 (CH) 

OCH2O 6,05 (sl, 2H) 101,58 (CH2) 
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2 

3 

4 
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6 
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Dados do Espectro de Massas: 

 

 

EM : m / z= 218 (M
+.

, 25%); 173 (75%); 143 (25%); 115 (100%). 
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Espectro 16. Espectro de massas do ácido piperínico (5). 
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Híbrido H1. 

 

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm
-1

): 

 

 

ν C=O = 1687 (estiramento C=O de amida N, N-substituída); 

νC=C (Csp2) = 1591 e 1486 (vibração da ligação C=C do anel aromático); 

δNO2 = 1355 (deformação axial assimétrica e simétrica);  

δSO2 = 1220 (deformação axial assimétrica e simétrica);  

νC-O-C = 1253 (estiramento metilenodioxi);  

νC-O-C = 1114 (estiramento C-O de éter);  

δC-H (Csp2) = 1018 (deformação angular fora do plano -CH=CH-); 

δC-H (Csp2) = 973 (deformação angular núcleo aromático); 

δC-H (Csp2) = 802 (deformação angular anel aromático 2H adjacentes); 

δC-H (Csp2) = 759 e 692 (deformação angular anel aromático 5H adjacentes). 

δC-H (Csp3) = 516 (deformação angular fora do plano CH3).  
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Espectro 17. Espectro de Infravermelho de H1. 
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Espectro 18. Espectro RMN 
1
H do primeiro híbrido H1 em CDCl3 a 500 MHz. 
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Espectro 19. Espectro de RMN 

13
C do primeiro híbrido H1. 
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Tabela 14. Deslocamento químico (δ) de 
1
H e 

13
C para o híbrido H1. 

 

Posição δ
 1
H (ppm) δ 

13
C (ppm) 

1 --- 131,21 (C) 

2 6,98 (d, 1H) 130,78 (CH) 

3 --- 149,39 (C) 

4 --- 149,21 (C) 

5 7,32-7,28 (d, 1H) 130,78 (CH) 

6 6,98 (d, 1H) 123,78 (CH) 

1’ --- 154,00 (C) 

2’ 7,67 (d, 1H) 133,64 (CH) 

3’ 8,06 (d, 1H) 143,22 (CH) 

4’ --- 155,88 (C) 

5’ 7,67 (d, 1H) 148,09 (CH) 

6’ --- 148,41 (C) 

1’’ 7,09 (d, 1H) 108,64 (CH) 

2’’ --- 130,07 (C) 

3’’ 7,09 (d,1H) 105,92 (CH) 

4’’ 7,46 (dl, 1H) 117,94 (CH) 

5’’ 7,67 (d, 1H) 112,16 (CH) 

6’’ 7,46 (dl, 1H) 117,72 (CH) 

OCH2O 6,01 (s, 2H) 101,56 (CH2) 

CH3 3,54 (s, 3H) 42,61 (CH3) 

α 6,81 (d, 1H) 126,28 (CH) 

β 6,63 (d, 1H) 120,28 (CH) 

γ 6,94 (d, 1H) 120,28 (CH) 

δ 5,79-5,77 (d, 1H) 123,85 (CH) 

C=O --- 165,80 (C) 
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Espectro 20. Espectro de massas (a) em alta resolução do primeiro híbrido H1. 
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Espectro 21. Espectro de massas (b) em alta resolução do primeiro híbrido H1. 
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H2 

 

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm
-1

): 
 

νN-H = 3265 (estiramento N-H amida secundária); 

ν C=O = 1647 (estiramento C=O de amida N, N-substituída); 

δN-H = 1616 (deformação angular simétrica no plano N-H da sulfonamida); 

νC=C (Csp2) = 1540, 1504 (vibração da ligação C=C do anel aromático); 

δSO2 = 1324 e 1249 (deformação axial assimétrica e simétrica);  

νC-O-C = 1249 (estiramento metilenodioxi);  

νC-O-C = 1141 (estiramento C-O de éter);  

δC-H (Csp2) = 1037 (deformação angular fora do plano -CH=CH-); 

δC-H (Csp2) = 962 (deformação angular núcleo aromático); 

δC-H (Csp2) = 858(deformação angular anel aromático 2H adjacentes); 

δC-H (Csp2) = 750 e 692 (deformação angular anel aromático 5H adjacentes). 

δC-H (Csp3) = 516 (deformação angular fora do plano CH3). 
 

 

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

0.65

0.70

0.75

0.80

0.85

0.90

0.95

1.00

1.05

T
ra

n
s
m

it
ta

n
c
e

5
1
6
.8

6

6
9
2
.3

6
7
5
0
.2

2

8
5
8
.2

2

9
6
2
.3

7
1
0
3
7
.5

8

1
1
4
1
.7

3

1
2
4
9
.7

3
1
3
2
4
.9

41
5
0
4
.3

1
5
4
0
.9

4
1
6
1
6
.1

6
1
6
4
7
.0

2

3
2
6
5
.1

1

 

 

Espectro 22. Espectro de IV do segundo híbrido H2. 
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Espectro 23. Espectro RMN 

1
H do segundo híbrido H2 em acetona a 500 MHz. 
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Espectro 24. Espectro de RMN 

13
C do segundo híbrido H2. 
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Tabela 15. Deslocamento químico (δ) de 
1
H e 

13
C para o híbrido H2. 

 

Posição δ
 1
H (ppm) δ 

13
C (ppm) 

1 --- 148,41 (C) 

2 6,93 (s, 1H) 124,90 (CH) 

3 --- 131,06 (C) 

4 --- 131,06 (C) 

5 7,42 (s, 1H) 129,96 (CH) 

6 6,91 (s, 1H) 125,70 (CH) 

1’ --- 156,37 (C) 

2’ 7,52-7,50 (s, 1H) 139,16 (CH) 

3’ 7,54 (s, 1H) 141,69 (CH) 

4’ --- 149,79 (C) 

5’ --- 138,24 (C) 

6’ 7,44 (s, 1H) 129,96 (CH) 

1’’ --- 138,24 (C) 

2’’ 7,11 (s, 1H) 123,93 (CH) 

3’’ 7,21 (s, 1H) 124,90 (CH) 

4’’ 7,03-7,01 (d, 1H) 123,88 (CH) 

5’’ 7,15 (s, 1H) 119,10 (CH) 

6’’ 7,13 (s, 1H) 122,83 (CH) 

α 7,45 (s, 1H) 109,15 (CH) 

β 6,27-6,24 (d, 1H) 108,32 (CH) 

γ 6,86-6,85 (d, 1H) 105, 57 (CH) 

δ 7,39-7,37 (m, 1H) 114,30 (CH) 

CH2 6,04 (s, 2H) 101,51 (CH2) 

CH3 3,00 (s, 3H) 39,16 (CH3) 

C=O --- 163,91 (C) 

NHa 9,43 (s, 1H) --- 

NHb 8,21 (s, 1H) --- 
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Espectro 25. Espectro de massas (a) em alta resolução do segundo híbrido H2. 

 

 
 

 

Espectro 26. Espectro de massas (b) em alta resolução do segundo híbrido H2. 
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CARTA DE SOLICITAÇÃO DOS PARASITOS 
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LISTA DAS DOENÇAS NEGLIGENCIADAS 

 

BOLBA – infecção bacteriana crônica que afeta principalmente pele e osso. 

 

DENGUE - doença viral transmitida por mosquitos que causa doença semelhante à gripe. 

Ocasionalmente se desenvolve em uma complicação letal, conhecida como dengue grave 

como as formas hemorrágicas . 

 

DOENÇA DE CHAGAS - infecção transmitida pelo contato com insetos vetores, ingestão 

de alimentos contaminados, transfusão de sangue infectado, transmissão congênita, 

transplante de órgãos ou acidentes laboratoriais. 

 

DRACUNCULÍASE (DOENÇA DO GUINÉ) – infecção por nematódeos, transmitida por 

água potável contaminada com pulgas de água infectadas por parasitas. 

 

ESQUITOSSOMOSE – infecção de larvas de vermes. A transmissão ocorre quando as 

formas larvais liberadas pelos caramujos de água doce penetram na pele humana durante o 

contato com água infestada. 

 

EQUINOCOCOSE – infecção causada por estágios larvais de tênias, formando cistos 

patogênicos. Transmitido aos seres humanos por meio da ingestão de ovos colocados em 

fezes de cães e animais selvagens. 

 

FILARIOSE LINFÁTICA (ELEFANTÍASE) - infecção transmitida por mosquitos que 

causa aumento anormal de membros e genitais de vermes adultos habitando e se 

reproduzindo no sistema linfático. 

 

HANSENÍASE (LEPRA) – causada pela infecção principalmente da pele, nervos 

periféricos, mucosa do trato respiratório superior e olhos. 

 

HELMINTÍASE – grupo de infecções de helmintos intestinais transmitidas por meio de 

solo contaminado por fezes humanas. 

 

LEISHMANIOSE – transmitida por meio de picadas de flebotomíneos infectados. Em sua 

forma mais severa (visceral), ataca os órgãos internos. A forma mais prevalente (cutânea) 

causa úlceras faciais, cicatrizes desfigurantes e incapacidade. 

 

MICETOMA – debilitante e incapacitante infecção bacteriana/fúngica da pele, 

provavelmente causada pela inoculação de fungos ou bactérias no tecido subcutâneo. 

 

ONCOCERCOSE – doença parasitária dos olhos e da pele, transmitida pela picada de 

mosquitos pretos infectados. Causa coceira intensa e lesões oculares, levando à deficiência 

visual e cegueira permanente. 

 

RAIVA – doença viral transmitida aos seres humanos por meio da mordedura de cães 

infectados. Invariavelmente fatal quando os sintomas se desenvolvem. 
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TENÍASE e NEUROCISTICERCOSE – infecção por tênias adultas em intestinos 

humanos; a cisticercose ocorre quando os seres humanos ingerem ovos de tênia que se 

desenvolvem como larvas nos tecidos. 

 

TRACOMA – infecção transmitida por contato direto com os olhos ou secreção nasal. 

Causa opacidades corneanas irreversíveis e cegueira. 

 

TREMATODÍASE – infecção adquirida pelo consumo de peixe, vegetais e crustáceos 

contaminados com larvas parasitas. 

 

TRIPANOSOMÍASE AFRICANA (DOENÇA DO SONO) – propagada por picadas de 

moscas tsé-tsé. Quase 100% fatal sem diagnóstico e tratamento imediatos. 

 

ÚLCERA DE BURULI – infecção debilitante que causa destruição grave da pele, dos ossos 

e dos tecidos moles. 

 

Fonte: Organização Mundial da Saúde – Organização Pan-Americana da Saúde. Disponível 

em: https://www.paho.org. Acesso em 08-08-2019. 
 

https://www.paho.org/
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ESTRATÉGIAS NO DESENVOLVIMENTO DE FÁRMACOS. 

 

Fármacos reformulados. Medicamentos reformulados são os que possuem características 

alteradas, apenas o suficiente, para obterem proteção adicional de patente e aprovação no 

FDA como NDA (do inglês New Drug Application), mantendo as propriedades dos testes 

clínicos anteriores. Trata-se de uma estratégia mercadológica para expandir o tempo de 

vida de uma patente, com garantia exclusiva de dados. Os pacientes são migrados para a 

nova formulação protegida por patente, substituindo a administração via cutânea por via 

oral, por exemplo. Informação disponível em: 

https://www.biosimilardevelopment.com/doc/the-impact-of-reformulation-strategies-on-

pharmaceuticals-biologics-0001. Acesso em 10-07-2019. 

 

Sob licença. Medicamentos licenciados são os obtidos pela celebração de acordos bilaterais 

pela indústria, mediante aquisição de licença da parte desenvolvedora (parte licenciante) 

para a sua fabricação e comercialização pela parte licenciada, numa contrapartida 

mercadológica vantajosa para ambas as corporações. Informação disponível em 

https://investingnews.com/daily/life-science-investing/pharmaceutical-investing/what-is-in-

licensing/ Acesso em 10-07-2019. 

 

“De novo”. Aqueles fármacos que chegaram a estágios clínicos avançados (fase III), mas 

que obtiveram eficácia insatisfatória, retomam testes diferentes para identificação de 

biomarcadores a novos alvos terapêuticos, de forma que, o candidato a fármaco “de novo” 

passa por mais ensaios clínicos. Informação disponível em: 

https://www.pharmaguideline.com/2019/05/abbreviated-new-drug-application-anda.html. 

Acesso em 11-07-2019. 

 

Pequenos mercados. Constituem pequenos mercados os que atendem a doenças raras (as 

que afetam 1 em 2000 habitantes) ou aquelas incidentes em países sub-desenvolvidos, por 

exemplo. Muitas vezes, medidas regulatórias são elaboradas para melhorar o retorno 

financeiro aos desenvolvedores dos fármacos utilizados, conferindo-lhes o status de 

“medicamentos órfãos”, pois em condições normais, a indústria ficaria deficitária para a sua 

produção. Informação disponível em: 

https://www.eurordis.org/pt-pt/content/o-que-e-um-medicamento-orfao 

Acesso em 10-07-2019. 

 

https://www.biosimilardevelopment.com/doc/the-impact-of-reformulation-strategies-on-pharmaceuticals-biologics-0001
https://www.biosimilardevelopment.com/doc/the-impact-of-reformulation-strategies-on-pharmaceuticals-biologics-0001
https://investingnews.com/daily/life-science-investing/pharmaceutical-investing/what-is-in-licensing/
https://investingnews.com/daily/life-science-investing/pharmaceutical-investing/what-is-in-licensing/
https://www.pharmaguideline.com/2019/05/abbreviated-new-drug-application-anda.html
https://www.eurordis.org/pt-pt/content/o-que-e-um-medicamento-orfao
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Participação no X Fórum da Pós- Graduação da UFRRJ. Apresentação (Pôster). 

 

 

 

2016 

Participação no XI Fórum da Pós- Graduação da UFRRJ. Apresentação (Oral). 

Menção honrosa 
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2016 

Participação no XV Encontro da Regional Rio de Janeiro – Sociedade Brasileira de 

Química (ERSBQ). Apresentação (Pôster). 

 

 

 

 

2018 

Participação em Congresso: XLV Reunião Anual sobre Pesquisa Básica em Doença de 

Chagas. Biologia Translacional. Apresentação (Pôster). 
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Participação na XIV Jornada Fluminense de Produtos Naturais.  
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