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RESUMO 

A tecnologia de high content screening (HCS) permite a triagem de uma grande 
quantidade de moléculas dentro de um período relativamente curto de forma eficiente e 
robusta. Sabendo que o Trypanosoma cruzi é promíscuo em relação a infecção de células 
hospedeiras de mamíferos para ensaios in vitro, praticamente qualquer célula nucleada 
pode ser usada para triagem fenotípica. No entanto, a dinâmica celular e as interações 
parasito-hospedeiro podem desempenhar um papel importante nos resultados de triagem 
e seleção de compostos. Além disso, T. cruzi é uma espécie heterogênea subdividida em 
seis grupos filogenéticos distintos que também podem apresentar variabilidade na 
susceptibilidade aos diferentes compostos testados in vitro e in vivo. Um ensaio de HCS 
para a forma intracelular de diferentes cepas de T. cruzi e em tipos de células hospedeiras 
distintas foi desenvolvido e validado. Em seguida uma biblioteca contendo 1.604 
compostos foi submetida ao processo de triagem no qual foi identificado e confirmado um 
composto análogo a auraquina D, com atividade inédita anti-T. cruzi. Em relação ao 
ensaio com diferentes cepas, a biblioteca Pathogen Box foi triada contra as cepas de T. 
cruzi Sylvio X10/1, Y clH10 e CL Brener, apresentando um perfil distinto de atividade para 
cada uma. Das 400 amostras testadas, os compostos MMV689028, MMV689029 
MMV688958 e MMV688795 foram os únicos selecionados contra as três cepas. Apesar 
de conhecidas como agentes anti-kineoplastídeos, o amplo espectro de ação dessas 
moléculas contra as cepas de T. cruzi nunca havia sido explorado. A fim de verificar o 
efeito da célula hospedeira utilizada no ensaio de alto conteúdo, e sua consequência na 
seleção de hits, 1.280 compostos foram testados contra amastigotas infectando células 
das linhagens U2OS, THP-1, VERO e L6. Observamos que existe uma sobreposição 
muito baixa de compostos selecionados quando células hospedeiras distintas são 
utilizadas em screening de compostos contra T. cruzi. Os ensaios confirmatórios 
destacaram os compostos CB1954, FPL64176, AEG3482 e entecavir pela potência e 
seletividade satisfatórias. Uma outra abordagem na qual empregamos a técnica de high 
content screening foi o estudo de resistência de T. cruzi aos compostos azólicos e 
inibidores de CYP51, proposto por muitos como um alvo validado para a quimioterapia 
de doença de Chagas. Um clone da cepa Y foi cultivado sob concentrações crescentes 
de ravuconazol, até atingir estabilidade in vitro sob 500 nM. O clone resistente exibiu uma 
taxa de infecção reduzida e um baixo número de amastigotas intracelulares, quando 
comparado ao clone parental, in vitro. O clone resistente também apresentou um 
processo de epimastigogênese lento e diminuiu o tempo de duplicação de população de 
epimastigota. Nos ensaios de atividade de fármacos, o ravuconazol foi pelo menos 1.000 
vezes menos potente no clone resistente e o fenótipo foi mantido mesmo após várias 
semanas sem a pressão do composto e também após submeter o parasita a um ciclo de 
vida completo in vitro. O clone resistente ao ravuconazol também mostrou resistência 
cruzada a outros inibidores azólicos e não azólicos da CYP51, mas não aos 
nitroheterocíclicos benznidazol e nifurtimox, que agem sob outro mecanismo de ação. 
Uma nova mutação na TcCYP51 foi identificada no clone resistente. Espera-se que estes 
resultados auxiliem no entendimento da resistência natural de algumas cepas de T. cruzi 
aos inibidores de CYP51 e permita um maior entendimento do papel das isoformas de 
CYP51 na biologia do parasita. Os resultados obtidos nesse estudo apontam para novas 
perspectivas na descoberta e desenvolvimento de fármacos para doença de Chagas.  



 
 

 
 
viii 

ABSTRACT 

The high content screening (HCS) technology allows the evaluation of a large number of 
molecules within a relatively short period of time in an efficient and robust manner. It is 
well known that Trypanosoma cruzi is promiscuous in terms of mammalian cells infection 
for in vitro assays, therefore, basically any nucleated cell can be used for phenotypic 
screening against this parasite. However, cellular dynamics and the specific host-parasite 
interactions may play important role in the screening results and in hit compound 
selection. Besides, T. cruzi is a heterogeneous species subdivided into six distinct 
phylogenetic groups which may present variable susceptibility to different compounds 
tested both in vitro and in vivo. A HCS assay was developed and validated using the 
intracellular stage of different T. cruzi strains and several host cell types. Next, a 1,604-
sample library was screened and an aurachin D analogue compound was identified and 
confirmed with a previously undescribed anti-T. cruzi activity. Regarding the different 
strains assay, the Pathogen Box library was screened against T. cruzi strains Sylvio 
X10/1, Y clH10 e CL Brener, presenting a distinct activity profile for each infected cell 
lineage. From the 400 samples tested, compounds MMV689028, MMV689029 
MMV688958 e MMV688795 were the only hits selected against all three strains. Although 
these molecules are known anti-kinetoplastid agents, the broad-spectrum profile against 
different T. cruzi strains had not been explored yet. In order to evaluate the host cell type 
in T. cruzi high content assays, and the implications with compound selection, 1,280 
compounds were tested against T. cruzi amastigotes infecting four host cell lineages: 
U2OS, THP-1, VERO e L6. We observed a low overlap of selected compounds within 
distinct host cells used in anti-T. cruzi compound screening. After confirmatory assays, 
compounds CB1954, FPL64176, AEG3482 and entecavir stood out in terms of potency, 
efficacy and selectivity. Another study in which we applied the high content assay 
methodology was on T. cruzi drug-induced resistance against azoles and other CYP51 
inhibitors, considered by many as a well-validated antichagasic chemotherapeutical 
target. A Y strain clone was cultivated under increasing ravuconazole concentrations until 
reaching in vitro stability at 500 nM. The resistant clone exhibited a reduced infection ratio 
profile and low number of intracellular amastigotes, when compared to susceptible 
parental clone, in vitro. The resistant parasites also presented a slower epimastigogenesis 
process and decreased the epimastigote doubling time. In drug activity assays, 
ravuconazole was at least 1,000 times less potent against the resistant clone and this 
phenotype was maintained after several weeks, even without drug pressure and also after 
submitting the parasite into a complete in vitro life cycle. Ravuconazole resistant clones 
also presented cross-resistance to other azole and non-azoles CYP51 inhibitors, but not 
to nitroheterocyclic compounds benznidazole and nifurtimox, which act via different 
mechanism of action. A novel TcCYP51 mutation was identified in the resistant parasites. 
We hope these results will aid the understanding of natural-resistance occurrence in some 
T. cruzi strains to CYP51 inhibitors, allowing also a better elucidation of the role of 
TcCYP51 different isoforms in the parasite biology. The results obtained from this study 
point towards new perspectives in Chagas disease drug discovery.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.1 Kinetoplastídeos 
 

A classe Kinetoplastea (1) agrupa organismos protozoários heterotróficos 

flagelados, denominados kinetoplastídeos, que apresentam uma típica estrutura granular 

rica em DNA extranuclear na mitocôndria: o cinetoplasto (ou kinetoplasto). Atualmente a 

classe é dividida em duas subclasses: Prokinetoplastina e Metakinetoplastina (2,3), 

sendo que a última engloba a ordem Trypanosomatida, na qual agrupam-se espécies 

estritamente parasitárias e causadoras de doenças severas em humanos, além de serem 

responsáveis por grandes perdas econômicas na agricultura e agropecuária (4).  

Entre as espécies da ordem Trypanosomatida com importância médica, destacam-

se principalmente aquelas associadas com a doença de Chagas, as leishmanioses e a 

doença do sono (HAT), sendo estas respectivamente causadas por Trypanosoma cruzi, 

Leishmania spp. e Trypanosoma brucei (duas subespécies: T. b. rhodesiense e T. b. 

gambiense) (5,6). Apesar dos esforços para tratamento de pacientes e erradicação dos 

vetores, os kinetoplastídeos ainda infectam aproximadamente 20 milhões de pessoas no 

mundo (7,8).   

 

1.1.2. Trypanosoma cruzi 

1.1.2.1 Complexidade da espécie 

 
T. cruzi, o agente causador da doença de Chagas, foi identificado pelo médico 

brasileiro Carlos Chagas em 1909 (9). T. cruzi é considerado uma espécie heterogênea 

e geneticamente diversificada, classificando-se atualmente em seis linhagens genéticas 

ou grupos, também conhecidas como unidades discretas de tipagem (DTUs): TcI - TcVI 

(10). Recentemente, um sétimo grupo filogenético TcBat foi proposto (11). O 

agrupamento atual classifica as cepas de T. cruzi com maior proximidade genética entre 

si, em comparação com as demais, podendo
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ser identificadas através de marcadores moleculares ou imunológicos comuns (12). A 

hipótese evolutiva mais aceita sugere que algumas das linhagens atuais originaram-se 

de eventos de hibridização entre organismos ancestrais (13,14).  

Além da discreta divergência genética e bioquímica, os grupos parecem se 

distribuir de maneira distinta sob aspectos epidemiológicos e geográficos, ocorrendo 

ainda a predominância diferenciada nos ciclos selvático e doméstico (figura 1): grupos 

TcI, TcII, TcV e TcVI são associados comumente ao ciclo doméstico enquanto TcIII e 

TcIV ao ciclo selvático (15,16). Além disso, avaliações de  tecidos e órgãos provenientes 

de pacientes chagásicos sugerem uma correlação entre o genótipo da cepa infectante e 

o desenvolvimento clínico da doença (17). Cepas de T. cruzi pertencentes ao grupo TcI 

estão relacionadas com infecções humanas na região andina, amazônica, na América 

Central e no México; sendo que as formas clínicas associadas a este grupo incluem a 

cardiomiopatia e meningoencefalite (no caso de pacientes imunocomprometidos); 

ademais, a identificação de um grupo divergente no TcI, denominado TcIDOM, é 

responsável por uma proporção significativa de infecções humanas na região norte da 

Argentina, Colômbia e Venezuela (18,19). As cepas pertencentes aos grupos TcII, TcV e 

TcVI causam a maioria das infecções humanas na região do cone sul, sendo intimamente 

relacionadas com mega-síndromes chagásicas; enquanto aquelas pertencentes aos 

grupos TcIII e TcIV estão comumente associados ao ciclo selvático da transmissão, 

ocasionalmente infectando seres humanos (20). Originalmente identificada em 

morcegos, parasitas do grupo TcBat foram recentemente identificados em humanos (21). 

Apesar das diferenças mencionadas, todas as linhagens de T. cruzi são capazes de 

infectar humanos e causar a doença de Chagas (17, 16, 22). 
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Figura 1. Distribuição epidêmico-geográfica dos diferentes grupos filogenéticos (DTUs) que 
classificam o T. cruzi. As localizações e predominâncias nos ciclos doméstico (vermelho) ou selvático 
(azul) pelos diferentes grupos (TcI – TcVI) nas regiões endêmicas estão demonstrados. Adaptado de (20) 

 

1.1.2.2.  Ciclo de vida 

 

O ciclo de vida do T. cruzi é complexo e envolve tanto hospedeiros vertebrados 

como invertebrados (figura 2). Durante o ciclo, o parasita sofre diferenciação, podendo 

dividir-se em fases morfologicamente distintas: duas fases replicativas, o epimastigota 

flagelado, encontrado no lúmen do trato digestório do vetor, e o amastigota, que se 

multiplica no interior das células hospedeiras de mamíferos. Ambas as fases replicativas 

eventualmente podem originar a forma infecciosa flagelada: o tripomastigota. Esta última 

forma tripomastigota é transmitida pelo inseto vetor, sob a forma metacíclica, 

perpetuando a infecção em mamíferos; já o tripomastigota sanguíneo – originado do 
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amastigota – rompe as célula hospedeiras para invadir outras células e tecidos, 

espalhando assim a infecção (23).  

 

 
Figura 2. Ciclo de vida do T. cruzi.1. Inseto triatomíneo infectado se alimenta do sangue de mamífero: 
tripomastigotas metacíclicos são secretados pelas fezes e invadem o organismo hospedeiro pelo local da 
picada ou via mucosa; 2. Tripomastigotas metacíclicos são altamente infectivos e penetram em diversas 
células próximas ao local da invasão; 3. Uma vez dentro das células do tecido infectado, tripomastigotas 
transformam-se em amastigotas, estágio replicativo no qual multiplicam-se por fissão binária; 4. Após 
alguns ciclos de divisão, amastigotas transformam-se em tripomastigotas que rompem as células, uma vez 
na corrente sanguínea os tripomastigotas podem invadir outras células (transformando-se novamente em 
amastigotas) ou eventualmente são ingeridos pelo inseto triatomíneo (5.); 6. Tripomastigotas transformam-
se em epimastigotas no intestino médio do inseto vetor; 7. Epimastigotas multiplicam-se no intestino médio 
do barbeiro; 8. Epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas metacíclicos na região do reto do inseto, 
completando o ciclo biológico do T. cruzi. Adaptado de CDC (disponível em 
https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html). 
 
 

1.2.  Doença de Chagas   
1.2.1    Transmissão e infecção 
 

A doença de Chagas, também conhecida como tripanossomíase humana 

americana, é uma doença tropical negligenciada causada pelo T. cruzi. A principal forma 

de transmissão da doença ocorre durante a alimentação do inseto barbeiro (triatomíneo 
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hematófago da família Reduviidae/ ordem Hemiptera) pelo sangue de hospedeiros 

vertebrados, secretando fezes que contém a forma infectante do parasita; este material 

excretado é mecanicamente introduzido na ferida (ou outra abertura na pele/ mucosa) 

uma vez que o hospedeiro coça o local irritado da picada (24). Existem ~140 espécies de 

triatomíneos catalogadas, no entanto apenas algumas são vetores competentes para T. 

cruzi. Entre as principais espécies vetores destacam-se Triatoma infestans, Triatoma 

brasiliensis, e Panstrongylus megistus nos países do cone sul; já nos países andinos e 

em parte da América Central ocorrem as espécies Rhodnius prolixus e Triatoma 

dimidiata; as espécies Triatoma dimidiata e Triatoma barberi estão presentes na região 

do México (25). Diversas espécies de mamíferos representam um reservatório natural de 

T. cruzi, sendo que o ciclo zoonótico é mantido entre animais silvestres, peri-domésticos 

ou domésticos e insetos triatomíneos, independente da presença humana.   

  Ocasionalmente, mamíferos também são infectados através da ingestão de alimentos e 

líquidos contaminados com a forma infectante do parasita (26). Além da via vetorial, a 

transmissão entre seres humanos também pode ocorrer por meio de transfusão de 

sangue, transplante de órgãos sólidos, ou congenitamente (27–29); casos de infecções 

acidentais em laboratórios e hospitais também já foram amplamente reportados (30). 

Recentemente a via de transmissão sexual foi proposta para a doença de Chagas como 

potencial rota de propagação pandêmica (31).  

Uma vez no organismo do hospedeiro, o T. cruzi é capaz de invadir, diferenciar-se e 

multiplicar-se em virtualmente qualquer célula nucleada (32); no entanto, parece existir 

um tropismo diferencial de algumas cepas de T. cruzi por células específicas, como 

células musculares ou macrófagos (33–35). Tratando-se de um organismo intracelular 

obrigatório, esta etapa de invasão das células de mamíferos é essencial para garantir a 

proliferação do parasita, que pode levar a evolução e propagação da doença.  

 

 

1.2.2    Aspectos clínicos 
 

A doença de Chagas pode ser dividida em duas fases típicas: fase aguda e fase 

crônica. esta última podendo apresentar as formas clínicas ou não - forma indeterminada 
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- (36). Na maioria dos pacientes, a fase aguda é curta (4-8 semanas após a infecção), 

caracterizada pela elevada parasitemia e os sintomas, se apresentados, são brandos e 

genéricos (febre, conjuntivite, lesões na pele e edema local). Dependendo da forma de 

inoculação do parasita e de alguns fatores do hospedeiro, dois sinais característicos da 

doença de Chagas podem se manifestar: o chagoma, uma lesão inflamatória que 

circunda a região da ruptura da pele por onde o parasita penetrou no hospedeiro; e o 

sinal de Romaña, que se caracteriza por um edema indolor na pálpebra associado a uma 

conjuntivite (Figura 3) (37).  

Os sintomas da fase aguda desaparecem espontaneamente com a redução da 

parasitemia - o que caracteriza a fase crônica da doença de Chagas – (exceto em casos 

de pacientes imunossuprimidos); a forma indeterminada ocorre em 70-80% dos 

pacientes; estes indivíduos podem seguir assintomáticos pelo resto a vida, podendo 

contribuir para a manutenção do ciclo de vida do parasita em regiões endêmicas, pois 

como ainda estão infectados, servem como reservatórios naturais do T. cruzi. Entretanto, 

20-30% dos indivíduos infectados podem desenvolver a forma determinada, 

caracterizada por complicações severas com a progressão da doença em sua fase 

crônica: como o quadro de cardiomiopatia clínica progressiva, ou a forma digestiva da 

doença de Chagas, marcadas por um processo inflamatório crônico com alargamento 

dos músculos cardíacos e dos tecidos do trato digestório (figura 3), respectivamente (38). 

A complexa etiologia patológica da doença de Chagas ainda não é completamente 

compreendida, acredita-se que os danos teciduais podem ser mediados diretamente pela 

atividade citopática do T. cruzi combinada com danos indiretos causados pela resposta 

imune ao parasita e pela exposição de antígenos durante a infecção (37,39).    

Eventualmente pacientes apresentam ambas as formas cardíaca e digestiva da 

doença de Chagas (40). Além disso, quadros de imunodepressão podem reativar a 

infecção naturalmente controlada do T. cruzi (41).  
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Figura 3. Manifestações clínicas das fases aguda e crônica da doença de Chagas. A. Chagoma na 
superfície dorsal da mão esquerda 21 dias após inoculação acidental com tripomastigotas; B. Criança com 
clássico sinal de Romaña; C. Manifestação cardíaca da fase crônica da doença de Chagas: I. Superfície 
superior do coração chagásico dilatado mostrando placas fibrosas e alargamento dos vasos coronários; II. 
Visão interior do corte cardíaco revela dilatação nas câmaras direita e esquerda do coração; D. Megacólon 
de paciente chagásico, porção distal do cólon extremamente distendida. Figuras adaptadas de The imaging 
of thopical diseases (disponível em http://www.isradiology.org/tropical_deseases/tmcr/main.htm). 

 

1.2.3    Epidemiologia geral  
 

Estima-se que aproximadamente oito milhões de pessoas estejam infectadas com 

o T. cruzi em todo o mundo (figura 4), a maioria dos casos concentra-se na América 

Latina onde > 10.000 mortes ocorrem anualmente, o que torna a doença de Chagas uma 

das parasitoses mais importantes na região (38).  

Apesar de ser endêmica em 21 países latino-americanos, um recente aumento na 

incidência da doença de Chagas tem sido relatado em áreas não endêmicas, como 

Europa, Japão e Austrália, majoritariamente devido a tendências de emigração de 

indivíduos infectados da América Latina (42,43). Iniciativas de cooperação internacional, 
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envolvendo o controle do vetor, triagem de bancos de sangue e campanhas de educação 

sanitária, obtiveram sucesso na redução substancial na incidência de novos casos de 

doença de Chagas na América Latina (44); ainda assim, as taxas de prevalência mais 

elevadas foram reportadas na Bolívia (6,8%), Argentina (4,1%), El Salvador (3,4%), 

Honduras (3,1%) e Paraguai (2,5%). Apesar da prevalência de ~1% no Brasil e no 

México, esses países  juntamente com Argentina  somam quase 60% de todas as 

pessoas infectadas com T. cruzi na América Latina (37,45).   

A estimativa de indivíduos infectados com T. cruzi no Brasil em 2013 era de 2 – 3 

milhões, dos quais 600.000 apresentavam complicações cardíacas e/ou gastrointestinais 

(46). De acordo com um levantamento feito entre 1999 e 2007, a doença de Chagas foi 

responsável por ~6.000 mortes anuais - o que representava 0,6% das mortes do país; 

um relatório recente sugere, entretanto, que o número de mortes é subestimado já que 

as estimativas ignoraram casos de soropositivos assintomáticos (47,48). Nos países 

endêmicos da América Latina, a doença de Chagas é a principal causa de doenças 

cardíacas e de mortes associadas a complicações cardiovasculares  (49). 

 

 
 

Figura 4. (página anterior) Distribuição global dos casos de infecção com T. cruzi baseado em 
estimativas oficiais (2006 – 2010). Fonte: (50). Mapa gerado via https://mapchart.net. 
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1.2.4    Aspectos socioeconômicos 
 

 Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a doença de Chagas é 

responsável por uma perda de produtividade anual de US$ 1.2 bilhões na América Latina, 

sendo considerada a doença parasitária com maior impacto socioeconômico na região 

(38). Em termos de anos perdidos ajustados por incapacidade (DALY), o valor anual 

médio de 0,51 DALYs está associado a um único indivíduo infectado com T. cruzi.  

O peso econômico da doença de Chagas equipara-se a ou supera o de doenças 

de prevalência global como rotavírus e câncer cervical, levando em consideração os 

impactos na economia e os custos gerais de tratamento (51). Historicamente a doença 

de Chagas é típica de zonas rurais ou de mata, frequentemente associada a pobreza, 

más condições de higiene e habitação e hábitos de caça ou coleta silvestre; todavia, os 

intensos processos de urbanização, globalização e imigração elevaram substancialmente 

os casos autóctones em áreas não-endêmicas (52, 53). Ainda sob a perspectiva social, 

um estudo recente realizado na região nordeste do Brasil revelou uma associação direta 

entre a maior prevalência de doença de Chagas e taxas escolaridade mais reduzidas na 

população (54).  

 

1.3       Estratégias de combate a doença de Chagas 
1.3.1    Profilaxia e combate ao inseto vetor 
 

 A partir da década de 1990, diversas iniciativas foram criadas para eliminar os 

insetos vetores da doença de Chagas nas áreas domésticas e peri-domésticas, dada que 

a transmissão vetorial ainda é a forma na qual a doença de Chagas mais se dissemina 

nas regiões endêmicas. A Iniciativa dos Países do Cone Sul, lançada oficialmente em 

1991, envolveu a colaboração internacional da Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai 

e Uruguai e focou na erradicação do principal inseto vetor regional, o Triatoma infestans, 

além da adoção de um processo mais rigoroso de triagem nos bancos de sangue. A 

eliminação dos triatomíneos dos domínios domésticos foi feita principalmente através do 

uso de inseticida em locais com potenciais infestações (55). Como resultado deste 

programa de cooperação, as infestações domiciliares foram eliminadas no Uruguai em 



 

 
 

10 

1997, no Chile em 1999 e no Brasil em 2006. Posteriormente, campanhas semelhantes 

foram adotadas por outros grupos de países: em 1997 com a Iniciativa dos Países 

Andinos e a Iniciativa dos Países Centro-americanos; já em 2004 foi lançada a Iniciativa 

Amazônica. Os programas da Iniciativa dos Países do Cone Sul e Iniciativa dos Países 

Centro-americanos foram os que alcançaram resultados mais significativos na 

interrupção da transmissão da doença de Chagas; ademais, uma redução de 40% no 

número de indivíduos sob risco de infecção foi reportada entre 2006 e 2010 na região 

dos Países do Cone Sul e a redução de 99,8% na incidência da doença de Chagas em 

crianças de 7–14 anos foi constatada entre os anos de 1980 e 1999 no Brasil (56). Apesar 

dos notáveis progressos destas campanhas, a abordagem realizada requer 

monitoramento e tratamento contínuo nas regiões que abrigam o ciclo selvático da 

doença e onde ainda ocorrem milhões de indivíduos infectados com o T. cruzi  (57).  

 

1.3.2    Estratégia de vacinação 
 

 Além das estratégias de controle de vetor, medidas educacionais, triagem de 

bancos de sangue e quimioterapia, o desenvolvimento de uma vacina anti-chagásica teria 

grande impacto sobre o controle da doença. Diversos laboratórios vêm tentando 

desenvolver uma vacina contra a doença de Chagas; atualmente existem duas propostas 

distintas de vacinação: uma de caráter profilático, cuja intenção é prevenir a infecção 

aguda, e a segunda tem caráter terapêutico e foca em indivíduos soropositivos na fase 

indeterminada; se executadas em campanhas bem coordenadas, ambas as propostas 

de vacinação (caso comprovadamente efetivas) exerceriam um grande impacto na 

redução da proliferação da doença (58,59). Uma estratégia alternativa propôs combinar 

os candidatos a vacina com o fármaco referência benznidazol a fim de reduzir a 

concentração deste composto, abrandando assim seu efeito tóxico (60) 

Recentemente foram reportados 16 candidatos a vacinas anti-chagásicas em 

desenvolvimento, sendo que a maior parte (cinco) baseia os antígenos em proteínas 

recombinantes; há também aquelas baseadas em vetores de Salmonella e adenovírus, 

peptídeos, parasita vivo atenuado (T. cruzi) e parasita vivo não-atenuado (T. rangeli). Das 

16 vacinas em desenvolvimento, 12 estão em fase de estudo pré-clínico em 
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camundongos, cachorros ou primatas não-humanos; até o momento nenhum candidato 

foi aprovado para testes em humanos (61). Além das questões de segurança e dos custos 

de produção, outros desafios desta estratégia são: a obtenção de uma vacina eficaz 

contra os estágios extra e intracelulares do parasita, abrangendo as diferentes cepas de 

T. cruzi. 

 

1.4       Diagnóstico e tratamento para doença de Chagas 
1.4.1   Métodos diagnósticos 
 

Na fase aguda da doença de Chagas, exames parasitológicos convencionais são 

suficientes para diagnosticar a infecção com T. cruzi. Entretanto, a fase crônica da 

doença é caracterizada por parasitemia baixa ou intermitente, o que afeta a sensibilidade 

de exames parasitológicos diretos (como xenodiagnóstico ou hemocultura); metodologias 

sorológicas devem ser empregadas para detectar antígenos específicos no sangue do 

paciente em fase crônica. Além disso, os diferentes protocolos de preparo de antígenos 

e a variabilidade das cepas circulantes devem ser levadas em consideração  (62).  

Para um diagnóstico mais preciso da doença de Chagas, os governos e 

organizações de saúde recomendam que sejam executados, paralelamente, pelo menos 

dois tipos de ensaios imunológicos distintos, um deles sendo o ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) e um segundo confirmatório, podendo ser imunofluorescência indireta 

ou hemaglutinação indireta (63,64). O ensaio de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

é recomendado quando o teste sorológico é inconclusivo. No Brasil, um indivíduo é 

considerado positivo para infecção crônica da doença de Chagas se anticorpos anti-

imunoglobulinas (IgG) de T. cruzi forem detectados utilizando dois testes sorológicos 

distintos; sendo fortemente recomendado o uso de um teste com alta sensibilidade (com 

antígeno total ou frações semi-purificadas do parasita) em combinação com outro teste 

de alta especificidade (utilizando antígenos específicos de T. cruzi ou antígenos 

recombinantes) (65). Ainda que sejam utilizadas ferramentas diagnósticas mais precisas 

para detectar a presença do parasita na fase crônica e no decorrer do tratamento, a cura 

parasitológica como combate a doença de Chagas ainda é intensivamente debatida pois 
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há hipóteses de que o parasita tenha uma participação parcial no desenvolvimento dos 

sintomas na fase crônica (66,67).  

 

1.4.2   Quimioterapia antichagásica atual  
 

Atualmente existem poucas opções de medicamentos para a quimioterapia da 

doença de Chagas; os compostos benznidazole – BZL - (Rochagan/LAFEPE; 

Abarax/ELEA) e nifurtimox – NFX - (LAMPIT/Bayer) são os dois únicos medicamentos 

aprovados e disponíveis para o tratamento desta enfermidade. Ambos foram 

empiricamente introduzidos na terapia clínica há mais de quatro décadas e permanecem, 

até a presente data, como a única linha de tratamento disponível. Estes compostos são 

nitroheterocíclicos e atuam como pró-fármacos, sendo necessária a redução dos grupos 

funcionais nitro, mediada por enzimas nitrorredutases presente no parasita (68). 

Enquanto a redução de BZL leva a formação do metabólito citotóxico glioxal (69), a 

redução do NFX resulta na produção de nitrilas de cadeia aberta insaturada altamente 

reativas (70). O estresse oxidativo era apontado como o principal mecanismo dos efeitos 

anti-T. cruzi do NFX, cujas nitrilas reagiriam com oxigênio molecular, formando peróxido 

e superóxido (71); entretanto foi demonstrado que a geração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e ciclos redox não estavam presentes em concentrações efetivas do 

composto em T. cruzi, questionando, portanto, o mecanismo proposto (72). Já em relação 

ao BZL, foram constatadas modificações proteicas, lipídicas e no DNA pelos radicais 

livres intermediários e metabólitos nucleofílicos resultantes da biotransformação do 

composto por enzimas do parasita (73,74).  

Tanto BZL como NFX podem curar a doença quando administradas durante a fase 

aguda, entretanto as taxas de cura durante a fase crônica parecem variar de acordo com 

a dosagem administrada, período de tratamento, além do perfil e região de origem dos 

pacientes (75–79). Se administrados durante a fase aguda, as taxas de cura variam de 

60-80% em crianças e adultos; a eficácia dos medicamentos diminui na medida que a 

doença avança para fase crônica, produzindo uma taxa de cura parasitológica de 8-70%. 

BZL e NFX agem sobre a fase de amastigota intracelular e, em maior intensidade, contra 

o tripomastigta circulante na corrente sanguínea (80,81). Um estudo clínico randomizado 
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de fase III (BENEFIT – NCT00123916) demonstrou que o BZL não reduz 

significativamente os sintomas da cardiomiopatia chagásica em paciente crônicos 

sintomáticos, apesar da aparente redução da carga parasitária (82); atualmente, para 

mitigar os efeitos cardiomiopáticos da doença de Chagas são utilizadas fármacos 

cardíacos convencionais, como beta-bloqueadores, digitálicos, hidralazina, amiodarona, 

anticoagulantes, entre outros (83). Em crianças menores de 15 anos, na fase crônica 

recente da doença de Chagas, as taxas de cura dos compostos nitroheterocíclicos varia 

de 30-60% (64,84).  

Os regimes de tratamento estabelecidos para quimioterapia atual da doença de 

Chagas são relativamente longos, com duração aproximada de 30-60 dias para BZL e de 

60-90 dias para NFX. No Brasil, recomenda-se o tratamento anti-T. cruzi em todos os 

casos agudos e congênitos da doença de Chagas, em indivíduos menores de 18 anos 

infectados e em casos de pacientes crônicos reativados. Se os pacientes de idade entre 

19 e 50 anos não apresentarem sintomas da doença cardíaca avançada, o tratamento 

também é recomendado; já para aqueles com mais de 50 anos, a quimioterapia 

antichagásica fica a critério do médico responsável. A comercialização do NFX foi 

interrompida no Brasil e em outros países sul-americanos, provavelmente devido a baixa 

eficácia em algumas regiões endêmicas – variação de susceptibilidade das diferentes 

cepas - (64,80).  

Adicionalmente, BZL e NFX apresentam limitações significativas que distanciam a 

quimioterapia atual do tratamento ideal para a doença de Chagas; as principais 

desvantagens são a baixa tolerabilidade, alta incidência de efeitos colaterais tóxicos, e 

diversas contraindicações importantes; consequentemente existe uma baixa adesão ao 

tratamento pelos pacientes (85). Os efeitos colaterais mais comuns do tratamento com 

nitroheterocíclicos são: dermatite, intolerância digestiva, polineurite, depressão na 

medula óssea e hepatite; tratamento com NFX também já foi associado a distúrbios no 

sistema nervoso (86). Surpreendentemente, quanto menor a idade do indivíduo tratado, 

menores são os efeitos adversos causados pelos medicamentos, ou seja, crianças e 

recém-nascidos toleram mais o tratamento (87). Estudos clínicos focados na 

farmacocinética do BZL em adultos e crianças concluíram que uma dosagem mais 

reduzida de composto no tratamento da doença de Chagas, em relação ao esquema de 
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dosagem atual, ainda mantém a mesma eficácia clínica, podendo amenizar os efeitos 

adversos do tratamento (88,89). A alta frequência e a intensidade dos efeitos colaterais 

são responsáveis pela interrupção do tratamento em mais de 30% dos pacientes 

chagásicos (90,91).  

Portanto, a fim de se obter resultados satisfatórios com o tratamento etiológico da 

doença de Chagas com os fármacos atualmente disponíveis, deve-se levar em 

consideração a dose dos medicamentos, a idade do paciente, a fase da doença e a cepa 

infectante.  A tabela 1 resume as características gerais dos compostos que compõem a 

quimioterapia antichagásica atual.  

   
Tabela 1. Fármacos atualmente disponíveis para tratamento etiológico da doença de Chagas e suas 
características. 

Fármaco Benznidazol Nifurtimox 

Estrutura 
química 

 

 

 

 

Eficácia na fase 
aguda 

75-95% (92) 88-100% (80) 

Eficácia na fase 
crônica 

8-9% (84) 7–8% (80) 

Principais 
efeitos colaterais 

Hipersensibilidade, edema, 
dores musculares, depressão 
da medula óssea e 
polineuropatia periférica* 

Náusea, vômito, anorexia, perda de         
peso e efeitos neurológicos** 

Fonte: *(93); **(94). Estrutura química: adaptado de (71). 
 

1.5. Triagem e desenvolvimento de novos fármacos para doença de Chagas 
1.5.1. Avanços recentes na busca por agentes antichagásicos 
 

A quimioterapia atual para doença de Chagas apresenta falhas terapêuticas - em 

especial na fase crônica -, efeitos adversos e contraindicações importantes, além de 
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susceptibilidade variável entre as diferentes cepas de T. cruzi; consequentemente, existe 

uma necessidade urgente do desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento das 

fases aguda e crônica da doença. No entanto, a doença de Chagas é considerada uma 

doença tropical negligenciada pela OMS, tanto no ponto de vista de política pública e 

condição socioeconômica da população afetada, como também em relação à pesquisa e 

desenvolvimento, ao envolvimento da indústria farmacêutica e aos interesses 

acadêmicos. Historicamente, a maior parte da pesquisa por novos fármacos e alvos 

moleculares em T. cruzi tem sido timidamente realizada em laboratórios acadêmicos de 

pequena escala (95); entre as classes de compostos mais explorados estavam aquelas 

inibidoras de vias e processos metabólicos importantes para a fisiologia celular do T. 

cruzi, como os processos envolvendo a biossíntese do ergosterol, a cisteíno-proteinase 

(cruzipaína), a tripanotiona, síntese proteica ou de purinas, entre outros (96,56). Alguns 

compostos que agem sobre estas vias foram farmacologicamente reposicionados e 

entraram na fase clínica contra a doença de Chagas entre os anos 1970 - 2005, tais como 

alopurinol, cetoconazol (KTL), itraconazol (ITL) e fluconazol (FCL); esses fármacos, no 

entanto, quando usadas em monoterapia, não obtiveram êxito no tratamento etiológico 

em humanos, (97-101). A quantidade de compostos com potencial antichagásico que 

foram descobertos e seguiram no processo de desenvolvimento neste período é 

relativamente baixa, considerando a urgência de um tratamento mais seguro e eficaz, 

muito provavelmente devido a pobre de correlação entre os resultados obtidos in vitro 

com os revelados na fase pré-clínica ou clínica, fruto de metodologias e técnicas pouco 

sensíveis associadas ao conhecimento ainda insuficiente acerca do patógeno.  

Na última década, programas governamentais, parcerias público-privadas, 

iniciativas não-governamentais e consórcios internacionais dirigiram grandes campanhas 

de prospecção de novos compostos contra doenças negligenciadas, inclusive a doença 

de Chagas; estas inciativas foram alavancadas pelo avanço tecnológico e criação de 

novas ferramentas e metodologias mais robustas que permitiam a triagem de compostos 

em larga escala. Entre as iniciativas e consórcios que mais se destacam, estão o 

programa de descoberta de fármacos para doenças negligenciadas e otimização de 

compostos lead do Drugs for Neglected Diseases initiative (DND); o consórcio Chagas 

Drug Discovery do Instituto Nacional de Saúde (NIH) dos EUA; e os consórcios A-
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PARADISE, KINDRED, NMTrypl, PDE4NPD, associados ao Seventh Framework 

Programme for Research and Technological Development (FP7) da União Europeia. 

Todas as campanhas contaram com algum apoio e suporte financiamento de governos 

ou organizações filantrópicas, como DNDi, fundação Bill & Melinda Gates, Médicos sem 

Fronteiras, entre outros. Em relação à participação recente das indústrias farmacêuticas, 

a GlaxoSmithKline (GSK), Novartis, Eisai, Merck e Tres Cantos (Open Lab Foundation) 

são algumas das empresas que desenvolveram projetos dedicados a descoberta e/ou ao 

desenvolvimento de fármacos para doença de Chagas (95,96). A figura 5 mostra um 

panorama geral do cenário da quimioterapia e da descoberta de fármacos para doença 

de Chagas atualmente, um histórico do tratamento no passado e as perspectivas para 

esta área.        

Apesar dos avanços, nos últimos anos, alguns poucos compostos destacaram-se 

no pipeline de descoberta de fármacos antichagásicos, entre estes sobressaíram os 

compostos da classe triazólica, tal como o ravuconazol – RVL - (E1224/ Eisai) e o 

posaconazol – PSL – (Schering-plough), que inibem a biossíntese de ergosterol do 

parasita (102,103); a seção 1.6.3 abrange mais detalhadamente o desenvolvimento e uso 

destes compostos contra doença de Chagas.  

Embora os compostos nitroheterocíclicos apresentem uma série de desvantagens 

terapêuticas na quimioterapia antichagásica atual (seção 1.4.2), o interesse nesta classe 

ressurgiu com recentes avanços de compostos em outras tripanossomíases, como o uso 

do composto notroimidazol fexinidazol, que tem elevado potencial terapêutico contra 

leishmaniose visceral e está em fase clínica para HAT (104,105). O fexinidazol 

apresentou boa atividade contra T. cruzi in vitro e in vivo, inclusive contra cepas 

resistentes ou parcialmente resistentes ao BZL (106); porém, durante estudos clínicos de 

fase II (NCT02498782) limitações associadas com tolerabilidade em concentrações mais 

elevadas impediram a continuidade dos testes na Bolívia. Contudo, o composto mostrou-

se seguro quando administrado sob baixas e efetivas concentrações, portanto um 

segundo estudo clínico de prova de conceito (PoC) foi redesenhado com início de 

recrutamento iniciado em 2017, na Espanha (107). Na mesma linha de nitro compostos, 

uma série de nitro-triazólicos obteve alguns prósperos resultados, tanto in vitro como in 

vivo contra T. cruzi (108). Os avanços pré-clínicos do composto nitroimidazooxazina VL-
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2098 contra leishmaniose visceral favoreceram a investigação desta série contra T. cruzi, 

rendendo a descoberta de diversos compostos nitroimidazólicos com potencial atividade 

antichagásica (109,110). Uma possível limitação do desenvolvimento de novos 

compostos nitroheterocíclicos está associada aos relatos de resistência natural e 

adquirida de T. cruzi a esta classe de compostos (seção 1.7), o que comprometeria o 

emprego de novos fármacos que atuam neste mesmo mecanismo de ação.     

Uma outra classe de destaque são os inibidores irreversíveis da cruzipaína, como 

o composto vinilsulfona K-777 e seu análogo WRR-483, que obtiveram resultados 

preliminares promissores em testes in vitro e em modelos animais (111,112) mas também 

tiveram o desenvolvimento descontinuado devido a questões de tolerabilidade em baixas 

doses detectadas em cachorros e primatas não-humanos (113). O uso de inibidores 

reversíveis pode atenuar os efeitos adversos destes inibidores da cruzipaína; estudos 

realçam os compostos que utilizam o grupo nitrila como porção eletrofílica para formação 

de ligação covalente com a protease - chamados grupos warheads - (114–116). Durante 

os testes fenotípicos dos inibidores de cruzipaína, alguns compostos foram encontrados 

com potencial tripanocida, afetando outros alvos no parasita, porém sem atividade 

associada a cruzipaína; entre eles estão um análogo do K-777 e o TZH9 que parecem 

inibir a biossíntese de ergosterol (101,117,118).   

O reposicionamento ou reutilização de fármacos (ou de compostos leads) vem 

ganhando interesse na busca de novas terapias para diversas doenças, inclusive para 

doença de Chagas. Este processo consta na nova utilização, em uma determinada 

doença, de um fármaco já aprovado clinicamente para o uso em outra doença. As 

principais vantagens desta abordagem são o pré-estabelecimento e otimização dos perfis 

farmacocinético de segurança em humanos, o que acelera consideravelmente o tempo 

de desenvolvimento da fármaco e, consequentemente, reduz os custos totais do 

processo (119–121). Com o avanço da tecnologia de triagem de compostos em alta 

vazão, diversas bibliotecas foram disponibilizadas contendo fármacos já aprovados 

clinicamente (ou em fase avançada de desenvolvimento) para serem testadas contra 

modelos de doenças distintas, inclusive a doença de Chagas.  Diversas classes de 

fármacos foram encontradas com atividade promissora contra T. cruzi, que eram 

utilizadas em uma variedade de doenças, agindo sobre diferentes alvos terapêuticos. As 
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principais classes de fármacos encontradas nos anos mais recentes foram as 

histamínicas – azelastina e clemastina -, as relacionadas a sistema nervoso (ifenprodil, 

ziprasidona, mebeverina, paroxetina), as bloqueadoras de canal de cálcio (benidipina e 

amlodipina), antimalárica (pironaridina), anti-helmíntica (triclabendazol), 

hipocolesterolêmico (clofibrato), antileprosa (clofazimina) e até um fármaco utilizado para 

tratamento de disfunção erétil (tadalafila) (120,122–125). Apesar das vantagens 

supracitadas, existem algumas limitações desta abordagem, tais como efeitos adversos 

que podem surgir da otimização original do fármaco (que era focado em outra doença); 

além disso o fato de não existir um desenvolvimento específico direcionado para a nova 

doença pode distanciar o composto do perfil ideal estabelecido para essa doença/alvo 

(121).  

A combinação de compostos também tem se mostrado uma estratégia propícia no 

desenvolvimento de fármacos contra T. cruzi. Quando dois ou mais compostos agem 

sobre alvos distintos no parasita (ou na célula hospedeira), a probabilidade do surgimento 

de resistência é reduzida, além disso, as doses utilizadas dos compostos combinados 

podem ser diminuídas, mitigando assim os efeitos colaterais indesejados (101). A 

abordagem é ainda mais conveniente quando são realizadas a combinações de fármacos 

já aprovados, o que pode encurtar etapas do desenvolvimento, chegando mais 

rapidamente nos estudos clínicos, como no caso do tratamento com o composto 

referência BZL combinada com inibidores da biossíntese de ergosterol. Um estudo clínico 

de fase II avaliou a associação do BZL com posaconazol (STOPCHAGAS – 

NCT01377480), constatou-se que o BZL é mais eficaz do que o posaconazol e que não 

houve vantagem terapêutica na combinação de fármacos quando comparada com o 

tratamento do BZL sozinho (126). Um estudo de fase I (DNDi-CH-E1224-002) foi 

realizado na Argentina para analisar os parâmetros farmacocinéticos do BZL e do 

ravuconazol (na forma de pró-fármaco fosravuconazol, E1224) separadamente e em 

combinação; os resultaram apontaram a combinação como sendo segura para o 

tratamento. Outro teste clínico de fase II (NCT01489228) foi realizado onde foram 

comparados o tratamento com BZL com cinco regimes distintos de doses de ravuconazol 

(E1224) e placebo; o estudo concluiu que o BZL em monoterapia possui maior eficiência 

e eficácia, mesmo 12 meses após o tratamento, enquanto o E1224 apresentou efeito 
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supressivo transiente na eliminação do parasita (127). Um novo estudo de fase clínica II 

foi proposto (BENDITA - NCT03378661) para testar a combinação do BZL e ravuconazol 

em pacientes chagásicos crônicos indeterminados, o estudo ainda se contra na etapa de 

recrutamento (128). Além dos estudos em fase clínica, avanços recentes em ensaios pré-

clínicos apontam para tratamentos com compostos alternativos em combinação contra T. 

cruzi, como na no caso do tratamento utilizando arilimidamidas combinadas com BZL, 

que resultou numa redução significativa da carga parasitária (quando comparado com a 

monoterapia), além da eliminação de efeitos adversos (129). Um outro estudo em modelo 

animal demonstrou que a curcumina potencializa a ação antiparasitária do BZL, quando 

usados em combinação, também foi observada a atenuação dos efeitos hepatotóxicos 

associados ao uso de BZL e a prevenção da recrudescência em animais não curados 

(130). Já em relação a outros fármacos aprovados, os tratamentos em combinação do 

antidepressivo clomipramina e do hipocolesterolêmico fenofibrato com o BZL mostraram-

se favoráveis, já que para ambos os compostos combinados com BZL houve uma 

redução da carga parasitária e dos danos cardíacos em camundongos submetidos a 

estas terapias (131,132).        

 Apesar dos avanços na prospecção de compostos com atividade antichagásica 

em potencial e na progressão de estudos clínicos com tratamentos alternativos aos 

atualmente utilizados, não existe, até a presente data, nenhum composto, vacina ou novo 

tratamento que substitua os fármacos clinicamente aprovados. Neste sentido, é 

necessário que as campanhas de triagem de compostos e as iniciativas de busca por 

tratamentos alternativos para a doença de Chagas continuem ativas, utilizando 

metodologias e modelos experimentais mais robustos e fidedignos que possam alcançar 

melhor reprodutibilidade em pacientes. No anexo III consta um artigo de revisão escrito 

por nós onde descrevemos com mais detalhes os aspectos atuais do desenvolvimento 

de fármacos contra a doença de Chagas, além de um levantamento das estratégias 

utilizadas até então. Uma das abordagens que mais impulsionou a descoberta de novas 

moléculas com potencial antichagásico foi a introdução da triagem de alta vazão (High 

throughput screening - HTS-) no processo de desenvolvimento de fármacos para 

doenças negligenciadas; dada que as pujantes ferramentas tecnológicas que compõem 

as plataformas de HTS, utilizadas primordialmente em indústrias farmacêuticas, 
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ganharam acesso em laboratórios acadêmicos, centros de pesquisa biomédica e 

pequenas empresas de biotecnologia.  
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Figura 5. Panorama com histórico, as principais tendências e perspectivas no descobrimento e 
desenvolvimento de fármacos para doença de Chagas. Adaptado de (95). 
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 1.5.2.      Triagem de compostos em alta vazão (HTS) e ensaios fenotípicos 
 

A estratégia de HTS, na qual extensas bibliotecas de amostras ou compostos são 

testadas contra uma célula inteira ou contra estruturas específicas isoladas, possibilita a 

avaliação de atividade de candidatos a fármacos em larga escala com redução 

significativa de tempo e custos (133,134). Uma vantagem do ensaio de HTS baseado em 

ensaios fenotípicos, também conhecido como triagem de alto conteúdo (High content 

screening - HCS), é que a abordagem não depende de uma validação prévia de alvos, o 

que acelera consideravelmente o processo e amplia a possibilidade de descoberta de 

moléculas que agem em possíveis alvos ou vias ainda não descritos ou que possuem um 

padrão de inibição múltipla sobre as complexas interações celulares (por exemplo a 

relação entre o parasita e a célula hospedeira). Deste modo, reduz-se os riscos de futuras 

falhas com os compostos devido à baixa equivalência entre promissores alvos isolados 

em modelos experimentais para a doença real. Adicionalmente, o sistema de HCS 

fornece uma indicação prévia de características toxicológicas e alterações morfológicas 

das amostras triadas sobre as células hospedeiras por meio de avaliações visuais 

conclusivas e irrefutáveis, enquanto testes complementares são necessários quando se 

realizam ensaios enzimáticos baseados em alvo ou outros ensaios do tipo cell-free. 

Houve um aumento significativo na contribuição de ensaios fenotípicos para programas 

de descoberta de fármacos nas últimas décadas, dado que o uso desta abordagem 

independe de estruturas moleculares previamente elucidadas, há uma maior 

probabilidade de encontrar compostos que agem sobre novos alvos e que, portanto, 

podem se tornar fármacos first-in-class - moléculas farmacêuticas com um mecanismo 

inédito para tratar uma doença - (135).  

No caso da doença de Chagas e outras doenças tropicais negligenciadas, como 

há opções de tratamento limitadas e poucos alvos validados disponíveis, os ensaios 

fenotípicos podem contribuir muito para a descoberta de  novos medicamentos (95).  

Considerando que se pode reproduzir todas as etapas do ciclo de vida do T. cruzi in vitro, 

e que este parasita é promíscuo em relação ao tipo de célula hospedeira, o modelo de 

HCS torna-se uma ferramenta tecnológica prática tanto para estudar interações parasito-

hospedeiro e aspectos da biologia básica deste organismo, como na triagem de 
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compostos com potencial antichagásico (136). Os ensaios de viabilidade contra parasitas 

que usam o sistema HCS destacam-se pois permitem a seleção de compostos que são 

capazes de exercer atividade antiparasitária no meio celular, enquanto que as 

abordagens baseadas em alvo muitas vezes exigem triagens secundárias para confirmar 

que os compostos de interesse possuem, de fato, atividade contra o parasita vivo (137). 

Ademais, os compostos anti-T. cruzi encontrados num ensaio contra o amastigota 

intracelular têm a vantagem de já possuírem a característica de permeabilidade celular e 

de agirem sobre algum alvo/via essencial neste ambiente parasita-hospedeiro, apesar de 

desconhecido (138). A metodologia HCS é baseada no imageamento automatizado do 

sistema biológico seguido da extração, processamento, e análise de dados por softwares 

específicos. Esta configuração permite sistemáticas avaliações qualitativas e 

quantitativas sobre diversos fenômenos celulares. Entre as principais limitações da 

abordagem de HCS estão: a necessidade de armazenamento e gestão de um extenso 

volume de dados e velocidade de aquisição e análise relativamente baixas, quando 

comparado com ensaios de viabilidade realizados por equipamentos de leituras rápidas, 

como luminescência e calorimetria (139). Considerando ainda a complexidade da 

resposta mediada por stress celular e a maior sensibilidade de micro oscilações 

ambientais, os ensaios fenotípicos com abordagem HCS tendem a apresentar menor 

reprodutibilidade quando comparados com ensaios baseados em alvo. Apesar destas 

limitações, os ensaios do tipo HCS dispõem das ferramentas mais avançadas e precisas 

para acessar atividade de compostos contra amastigotas intracelulares de T. cruzi. 

Quando o método de análise de imagem é bem validado, não se observa qualquer 

diferença estatisticamente relevante entre a inspeção manual convencional e a 

quantificação automatizada de células infectadas em ensaios baseados em imagens 

(140), sendo que a segunda apresenta vantagens como imparcialidade e alto rendimento, 

quando comparado com o operador humano.   

Diversos ensaios de triagem de compostos já foram desenvolvidos contra 

amastigotas intracelulares de T. cruzi, a tabela 2 resume as principais publicações destes 

ensaios, ressaltando as peculiaridades de cada um, tal qual o tipo de abordagem, a célula 

hospedeira utilizada, a cepa de T. cruzi e os destaques da técnica. Algumas metodologias 

de HCS utilizam softwares com algoritmos proprietários, outras adaptam programas 
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comercias para definir os parâmetros de segmentação a partir do sinal de fluorescência 

da imagem microscópica de alta resolução e por fim, delimitar e quantificar as células 

hospedeiras infectadas com amastigotas de T. cruzi (141). A maioria destes ensaios 

avalia a ação dos compostos contra apenas uma cepa de T. cruzi em apenas um modelo 

de célula hospedeira, entretanto a flexibilidade do ensaio HCS favorece a utilização de 

quaisquer cepas dos diferentes DTUs, incluindo isolados clínicos recentes, além de 

permitir o uso amplo de células hospedeiras (32,142). A dinâmica de uma célula 

hospedeira e suas específicas interações com o parasita podem ser influenciadas pelas 

diversas cepas e isolados utilizados nos ensaios (143,144). Sabe-se que o os diferentes 

tipos de linhagem celular que são infectadas pelo T. cruzi, por apresentarem diversidade 

morfológica, fisiológica e estrutural, influenciam de maneira distinta as funções celulares 

nas interações parasito-hospedeiro: desde o processo de reconhecimento, invasão, 

formação do vacúolo intracelular, replicação e lise. O perfil de infecção e replicação do T. 

cruzi pode apresentar grande variação em diferentes células hospedeiras (145) podendo 

afetar também na atividade de diferentes compostos promissores, que agem não só 

sobre alvos no parasita, como também atuam sobre as vias da célula hospedeira 

(146,147). Levando em consideração todas peculiaridades das cepas distintas de T. 

cruzi, a interação com diferentes linhagens celulares e o possível impacto dessa 

variabilidade nos ensaios de prospecção de compostos, a comparação de resultados 

utilizando células e cepas distintas é questionável; deve-se, portanto, estudar o impacto 

do uso de diferentes células hospedeiras e cepas nos ensaios fenotípicos de descoberta 

de fármacos contra T. cruzi.   

Considerando a complexidade de reproduzir a doença de Chagas 

experimentalmente, é essencial a padronização de etapas biologicamente relevantes em 

estudos pré-clínicos a fim de prosseguir com moléculas potenciais em ensaios clínicos 

(148). Neste contexto, os testes in vitro devem abordar os mais diversos fatores 

representativos da doença, e que estas avaliações múltiplas permitam definir com mais 

precisão os vários aspectos das interações entre o composto, o parasita e as diferentes 

células hospedeiras (149). De acordo com o DNDi, deve ser dada prioridade a uma 

abordagem robusta, de alta sensibilidade e reprodutibilidade na descoberta de fármacos 

contra a doença de Chagas; além disso se recomenda que um composto promissor deve 
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ser eficaz em todas as regiões endêmicas da doença, ou seja, contra cepas distintas do 

T. cruzi (150).  

 
Tabela 2. Diferentes protocolos de ensaios desenvolvidos para triagem de fármacos contra T. cruzi 
e suas principais características. 

Ensaio Pontos relevantes 
Cepa de 
T. cruzi 

Célula 
hospedeira Autor 

 

 

T. cruzi 
expressando b-
galactosidase 
(colorimétrico) 

 

Primeira triagem de média 
vazão utilizando T. cruzi 
transgênico em placas de 96 
poços. 

 

 

 

 

 

 

 

Tulahuen 
C4 (TcVI) 

 

 

 

 

 

 

 

3T3 

 

(151) 

Tempo de ensaio mais curto 
e com foco em ambas as 
formas tripomastigota e 
amastigota. 

 

(152) 

Triagem em larga escala (> 
300.000 compostos) e teste 
confirmatório usando 
imunofluorescência. 

 

(138) 

 

Triagem de uma coleção de 
compostos da GSK com 1,8 
milhão de compostos em 
placas de 1.536 poços. 

 

(153) 

     

 

Ensaio 
baseado em 
imagem  

Desenvolvimento e validação 
de um ensaio baseado em 
imagem utilizando software 
de processamento de 
imagens comercial (IN Cell 
Workstation). 

 

CA-I/72 
(TcI) 

 

 

BESM  
(149) 
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Tabela 3. Continuação 

Ensaio Pontos relevantes 
Cepa de 
T. cruzi 

Célula 
hospedeira Autor 

 Uso de parasitas 
geneticamente modificados 
expressando proteína 
fluorescente. 

CL 
TdTomato 

(TcVI) 

Vero (154) 

 

 

 

 

Ensaio 
baseado em 
imagem  

Validou a contagem 
automatizada com a 
contagem manual. 

 

 

Y (TcII) 

  

3T3 (140) 

Uso de um algoritmo 
personalizado para 
processamento e análise de 
imagens desenvolvido para 
HTS em T. cruzi. 

CA-I/72 
(TcI) 

U2OS (155) 

 
Uso de software comercial 
Acapella e análise da 
detecção de artefato. 

Tulahuen 
C4 (TcVI) 

H9c2 
(156) 

 

Comparação entre os 
resultados obtidos pelos 
métodos colorimétricos (b-
galactosidade) e baseado em 
imagem pelo software 
Harmony. 

 

Tulahuen  
(TcVI) 

 

3T3 

 

 

 

(157) 

Foram testados 700.000 
compostos num modelo 
otimizado de parasitas 
infectando células cardíacas 
imortalizadas.  

CA-I/72 
(TcI) 

C2C12 

 

(158) 

Num modelo de descoberta 
de hits em cascata, além de 
testar bibliotecas de 
compostos aprovados, 
verificava a cinética de morte 
e desprivilegiava os 
inibidores de CYP51.  

Sylvio 
X10/7 A1 

(TcI) 

Vero (123) 
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1.6. Alvos de agentes quimioterápicos contra T. cruzi 
1.6.1. Vias metabólicas e biologia celular de T. cruzi: foco em alvos 
terapêuticos 
 

Quando realizados de maneira racional e focados em alvo, os processos de 

triagem e desenvolvimento de novos compostos anti-T. cruzi buscam vias bioquímicas, 

estruturas celulares, organelas e moléculas essenciais para o parasita e que, 

preferencialmente, não ocorram nas células do hospedeiro humano. Algumas estruturas 

e organelas celulares diferenciadas em tripanossomatídeos são o cinetoplasto e seu 

material genético, assim como os mecanismos de replicação que envolvem essa 

estrutura exclusiva dos kinetoplastídeos; o flagelo e a região da bolsa flagelar; a 

mitocôndria única que ocupa grande volume citosólico; distintos lipídeos de membrana; 

os glicossomos, que são associados a glicólise, beta-oxidação de ácidos graxos, síntese 

de éter lipídico e recuperação de nucleotídeos; os reservossomos, que são exclusivos da 

fase epimastigota; os acidocalcissomos, organelas ácidas associadas com regulação de 

pH, controle osmótico, homeostase de cálcio e armazenamento de cátions e fósforo; 

entre outras (159–161). Estas organelas têm  papel essencial na sobrevivência do 

parasita, em pelo menos algum estágio do ciclo de vida do T. cruzi, além de não 

ocorrerem em células de mamíferos, o que as torna alvos promissores para um potencial 

tratamento (162).  

Técnicas moleculares, como sequenciamento genômico, perfil proteômico e 

tecnologia de RNA de interferência (RNAi) auxiliaram na descoberta de genes e proteínas 

essenciais tanto para o metabolismo intrínseco  do parasita, como aqueles importantes 

para manutenção e desenvolvimento, mas associados a célula hospedeira (163,164)      

Estudos de bioquímicos e moleculares de T. cruzi já identificaram e validaram 

diversos candidatos como alvos potenciais para quimioterapia da doença de Chagas; 

algumas destas rotas bioquímicas já foram amplamente investigadas, como a proteólise 

mediada por cruzipaína, metabolismo do pirofosfato, da transferência do ácido siálico, via 

glicolítica, as DNA topoisomerases, desacetilases, as vias enzimáticas da nitrorredutase 

tipo I, da recuperação de purinas, mecanismo dependente de tióis, da tripanotioma 
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sintase e redutase, e uma das vias mais promissoras, a via de biossíntese de ergosterol 

(165-172).  

O ergosterol é o esterol usado pelo T. cruzi como constituinte de sua membrana 

celular, sendo essencial para seu desenvolvimento, funcionamento da membrana 

plasmática e manutenção da integridade celular; este parasita é metabolicamente 

incapaz de sequestrar e processar o colesterol abundante nas células hospedeiras dos 

mamíferos, por isso é necessária a síntese de novo a partir a partir de rotas bioquímicas 

próprias (102). A rota biossintética do ergosterol é composta por mais de 20 etapas 

bioquímicas (esquema 1), envolvendo enzimas específicas em protozoários e fungos, 

estas são ausentes em células de mamíferos e, portanto, sua inibição pode interferir no 

crescimento destes patógenos sem causar efeitos severos nas células hospedeiras. 

Enzimas envolvidas nessa rota do metabolismo de esteróis já foram estudadas como 

potenciais alvos para fármacos por mais de 20 anos (101,173).  
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Esquema 1. A via de biotansformação de esteróis em diferentes seres vivos. Partindo da mesma 
estrutura molecular comum, enzimas particulares de cada classe de ser vivo (de arqueobactéria a animais 
superiores) fazem a biotransformação específica nas moléculas esteróis finais. Fonte: (174). 
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1.6.2. Lanosterol 14-α desmetilase (CYP51) 
 

A proteína mais estudada da via de biossíntese de ergosterol em T. cruzi é a 

lanosterol 14-α desmetilase (CYP51), uma CYP monooxigenase funcionalmente 

conservada do complexo de superfamília das hemeproteínas do citocromo P-450. Esta 

enzima está essencialmente envolvida em uma reação catalítica em três etapas, onde 

ocorre a desmetilação do lanosterol no carbono de posição 14; esta é a primeira etapa 

pós-ciclização na via biossintética dos esteróis, levando a formação do substrato inicial 

para a formação do ergosterol, no caso das células de alguns protozoários. A 

desmetilação é realizada pela sexta posição de coordenação do ferro do centro heme, 

que normalmente está ligado à água na enzima inativa (175).  

As metaloenzimas CYP são encontradas em organismos de todos os reinos 

biológicos, apesar da identidade geral de aminoácidos de apenas 22% (176) . Um estudo 

cristalográfico feito na CYP51 de T. brucei demonstrou que sobre o plano do centro heme 

(na sexta posição de coordenação do sítio), a cavidade do sítio ativo é rodeada pelas 

estruturas: B’-hélices por cima, α-hélice I pela direita, β-bundle 1 pela esquerda, um loop 

k- β1-4 por baixo e hélice F/ β4-hairpin na superfície frontal (figura 6). A α-hélice I está 

seguramente envolvida na atividade da enzima: os resíduos conservados da hélice, 

particularmente Ala291 e Thr295, estabilizam a posição do esqueleto de carbono do 

citocromo por interações hidrofóbicas. Aparentemente existe um papel importante na 

cadeia lateral da Gln293 em relação a interação com hélice E. Outras características 

envolvendo o sítio ativo também são importantes: coordenação 5 do Cys422 (conectando 

α-ηK) com o ferro do heme suporta a posição oposta 6, enquanto um suporte adicional 

ao citocromo é dado por ligações de hidrogênio a uma cadeia lateral dicarboxílica de 

Arg361 (β1-4), a nitrogênios de cadeias laterais, a outros dicarboxilatos do anel de 

nitrogênio da His420 (em α-ηK) e a hidroxila da cadeia lateral Tyr116 (em α-ηB’’) (177). 

Em T. cruzi, algumas cepas apresentam uma única cópia do gene da CYP51 (por 

exemplo, as cepas Sylvio, Marikellei), enquanto outras possuem duas cópias (por 

exemplo, as cepas Y, CL Brener e Colombiana); além disso, variações nas sequências 
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da proteína podem chegar a diferença de 16 aminoácidos entre as cepas (Y x Marinkellei) 

(178).    

Considerando que a via biossintética dos esteróis ocorre em uma variedade de 

espécies, incluindo fungos e animais, diversos inibidores de esteróis foram prospectados 

apresentando atividade em potencial contra vários patógenos de importância clínica 

(179); muitos desses inibidores foram então reposicionados como compostos anti-T.cruzi 

e obtiveram êxito em muitas etapas do desenvolvimento de fármacos para doença de 

Chagas (180).    

 

Figura 6. Modelo da estrutura cristalográfica da TcCYP51 complexada com o composto posaconazol. 
Fonte PDB:3K1O (doi:10.2210/pdb3K1O/pdb) 

1.6.3. Inibidores azólicos e não-azólicos da TcCYP51 
 

Os compostos que inibem a TcCYP51 geralmente agem contra a enzima por 

coordenação com o átomo de ferro do grupamento heme da enzima (a partir da interação 

de um dos nitrogênios do anel azol, no caso dos compostos azólicos). Esta interação 
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exerce um impedimento alostérico da interação do sítio ativo com o substrato alvo, 

impedindo a conversão catalítica (181). Os principais compostos inibidores da CYP51 e 

suas respectivas estruturas químicas estão exibidos no esquema 2.  

Mostrou-se que os inibidores da biossíntese de ergosterol induzem alterações 

significativas na ultraestrutura de diversas organelas do T. cruzi, essas alterações 

ocorrem principalmente no complexo cinetoplasto-mitocôndria, retículo endoplasmático, 

complexo de Golgi, inclusões lipídicas, membrana plasmática e flagelo (182–185). 

Também foi constatado um acúmulo de gotículas de natureza lipídica após o tratamento 

com inibidores da biossíntese de ergosterol (186), sugerindo que são reservas 

aglomeradas de substâncias precursoras da produção do ergosterol. 

O primeiro fármaco da classe dos inibidores de CYP51 a ser descrita com atividade contra 

T. cruzi foi o miconazol, um antifúngico derivado do imidazol de primeira geração. Este 

composto, juntamente com seu análogo econazol, foram capazes de inibir o crescimento 

de T. cruzi agindo sobre a via de biossíntese do ergosterol (187); entretanto, estes 

compostos apresentam baixa biodisponibilidade oral (geralmente são usados em 

aplicações tópicas em infecções fúngicas), portanto são limitados no uso de terapia 

antichagásica (188). O cetozonazol também apresentou boa atividade contra a CYP51, 

e inibiu a proliferação de T. cruzi em modelos in vitro e in vivo (189); porém, a avaliação 

em modelo murino de fase crônica revelou falha terapêutica (190).  

A partir de uma iniciativa para otimização farmacocinética de compostos 

antifúngicos, foram desenvolvidos os compostos triazólicos de primeira geração; com a 

substituição do núcleo imidazol pelo triazol, os compostos apresentavam-se 

metabolicamente mais estáveis e com maior especificidade com a CYP51 (188). O 

fluconazol é um triazol que apresentou uma promissora atividade anti-T. cruzi in vitro, 

mas posteriormente falhou nos testes em modelo animal; além disso a rápida indução de 

resistência in vitro foi constatada para este composto (191,192). Um perfil semelhante 

pode ser notado para o triazol itraconazol: uma atividade satisfatória contra T. cruzi, in 

vitro, mas sem nenhum efeito benéfico no tratamento de pacientes com infecção crônica 

da doença (193).  

Com intuito de melhorar a biodisponibilidade e o tempo de meia vida dos fármacos, 

os triazólicos de segunda geração foram desenvolvidos a partir do esqueleto do 
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fluconazol. O voriconazol foi o primeiro fármaco eficaz utilizado para o tratamento de 

micoses sistêmicas invasivas, por outro lado, seu desempenho in vitro contra T. cruzi foi 

inferior aos demais compostos azólicos (194); apesar do baixo desempenho relatado in 

vitro, estudos mais recentes em modelos animais destacaram a atividade do composto 

como potencial alternativa na quimioterapia antichagásica (195).  

O posaconazol também é um triazólico de segunda geração lançado para o 

tratamento de infecções fúngicas sistêmicas, mas este foi desenvolvido a partir da 

estrutura do itraconazol (e não do fluconazol), este composto apresentou um excelente 

perfil de atividade contra o T. cruzi,  inclusive em modelos de infecção crônica da doença 

de Chagas em modelo murino e posteriormente avançando para fase de estudos clínicos 

– ver seção 1.4.3 (103,196). Um outro composto triazol de segunda geração promissor é 

o ravuconazol; com um tempo de meia-vida superior em humanos e um volume 

relativamente grande de distribuição sistêmica, este composto antifúngico destacou-se 

nos programas de desenvolvimento de fármacos como possível agente contra doença de 

Chagas (102,197). Outros compostos triazólicos de segunda geração também 

mostraram-se eficazes em modelos experimentais da doença de Chagas, como o 

albaconazol, o D0870 e o TAK-187 (198–200); entretanto existem poucas informações 

sobre farmacocinética e segurança destes compostos, dado que ainda não foram 

aprovados clinicamente.  

Alguns compostos não-azólicos também mostraram atividade promitentes contra 

T. cruzi, como os análogos do antineoplásico experimental tipifarnibe (originalmente 

inibidor da farnesil-transferase), que foram modificados racionalmente para aumentar a 

especificidade contra a CYP51 (201). Outros dois compostos não-azólicos que obtiveram 

atividade favoráveis no tratamento experimental contra T. cruzi são o VNI e seu derivado 

VNF (202). O VNI não apresentou toxicidade ou mutagenicidade, pode ser administrado 

via oral e possui um perfil farmacocinético favorável para um candidato a fármaco contra 

doença de Chagas (203). Em uma análise de inibição comparativa com azóis, dois 

compostos derivados de piridina - UDO (EPL-BS1246) e UDD (EPL-BS0967) – 

mostraram-se mais seletivos que os compostos azólicos com resultados de inibição 

potente da TcCYP51 (204).    
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Mesmo diante de tantos compostos com atividade comprovada contra T. cruzi, os 

dois fármacos que mais se destacaram e avançaram na plataforma de descoberta de 

novas moléculas foram o ravuconazol (sob sua forma de pró-fármaco E1224) e o 

posaconazol. Ambos foram testados em estudos clínicos, contudo um alto nível de falha 

terapêutica foi constatado para o ravuconazol (80% de recrudescência em pacientes 

tratados) e para o posaconazol (85,205), possivelmente devido a eficácia insuficiente 

conforme estudos subsequentes demonstraram em modelos in vitro e in vivo (206-208).  

 

 
 

 
Esquema 2. (página anterior) Principais Inibidores de CYP51 utilizados como anti-T. cruzi. 
Cetoconazol é um azólico utilizado em tratamento antifúngico; fluconazol e itraconazol pertencem a classe 
da primeira geração de triazóis; voriconazol, posaconazol e ravuconazol (não mostrado) representam os 
triazóis de segunda geração e os compostos VNI e VNF são inibidores não-azóis de CYP51.  Adaptado de 
(177). 
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1.7. Resistência a fármacos em T. cruzi 
 

Assim como todos os tratamentos medicamentosos para doenças infecciosas 

usados clinicamente, a quimioterapia atual da doença de Chagas está sujeita ao perigo 

do surgimento de resistência. A ocorrência da resistência a compostos referência, como 

BZL e NFX, já foi descrito em T. cruzi (e em outros tripanosomatídeos) (68,209,210), 

apesar disso, o processo de resistência ainda é pouco compreendido, exigindo estudos 

mais elucidativos. Diversos genes de T. cruzi estão associados à resistência aos 

compostos nitroheterocíclicos; em relação à resistência ao BZL, vários genes foram 

descritos como importantes para este processo, entre eles estão o da superóxido 

dismutase (TcFeSOD-A), da triparedoxina peroxidase,  da nitrorredutase tipo I (TcNTR-

1), das aldo-cetoredutases (TcAKR), de cassete transportador ligado a ATP (TcABCG1), 

da prostaglandina F2α sintase, entre outros (211–216). Alguns destes genes também 

estão associados com resistência cruzada ao NFX, como caso do NTR-1, cuja perda de 

um único alelo provoca a resistência contra ambos os compostos (68); estas observações 

de resistência cruzada ressaltam a desvantagem do uso de medicamentos referência 

com mecanismos de ação semelhantes.  

Além disso, estudos demonstraram, através de testes in vitro e in vivo, a ocorrência 

de resistência natural de algumas cepas de T. cruzi aos fármacos atualmente utilizadas 

no tratamento da doença de Chagas (217–219).  Esta resistência natural ao NFX e BZL 

parece estar associada a clones de T. cruzi isolados de animais selvagens ou insetos 

vetores (56). Recentemente foi demonstrada a variabilidade da susceptibilidade a 

compostos inibidores da via de biossíntese de ergosterol entre diferentes cepas 

pertencentes a cada um dos DTUs, enquanto os compostos nitroheterocíclicos 

mostraram-se mais eficazes na eliminação de amastigotas intracelulares destas mesmas 

cepas, in vitro (206). Também foi verificada uma variação na susceptibilidade de 

diferentes cepas de T. cruzi ao composto alopurinol (220). Ademais, diferenças em 

números de cópias de genes e no padrão de expressão de proteínas essenciais entre os 

DTUs podem levar a variações de inibição das moléculas alvos por compostos 

promissores. Mutações em resíduos específicos em alvos proteicos também levam a 

resistência a certos compostos; um exemplo foi a detecção da alteração de uma prolina 
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para serina (P355S) na TcCYP51, associada com alteração na inibição de fármacos que 

agiam sobre esta enzima (178).  

Adicionalmente, estudos de seleção in vitro de clones resistentes a BZL 

comprovaram que os metabólitos gerados pelo composto induzem acúmulo de mutações 

relacionadas com multirresistência a fármacos (MDR), dado que os clones resistentes ao 

BZL também se tornaram resistentes ao NFX, posaconazol e sulfona de fexinidazol (221).  

Logo, estudos confirmatórios que demonstram o rápido desenvolvimento de resistência 

a fármacos in vitro podem servir como modelos preditivos para este fenômeno, que tem 

potencial para ocorrer durante a quimioterapia da doença de Chagas (192). Além disso, 

a caracterização fenotípica e genotípica de clones resistentes a fármacos pode auxiliar 

na compreensão dos mecanismos de interação com o alvo molecular do composto. 

Também é válido ressaltar que devido às dissimilaridades entre as diferentes cepas de 

T. cruzi em relação a sensibilidade às fámacos, a aprovação de novos compostos 

antichagásicos deve considerar o teste em um painel de cepas distintas durante a fase 

inicial de desenvolvimento de fármacos (222).  

 Existe uma falta de correspondência evidente entre os promissores resultados 

obtidos durante a fase pré-clínica e as falhas frustrantes constatadas no ensaio clínico 

(96); somado a isso, os conhecimentos limitados de mecanismos de tolerância e 

resistência do T. cruzi aos compostos,  e de como isso pode alterar a sua biologia 

requerem estudos mais aprofundados das interações entre os fármacos e o alvo no 

parasita. A resistência aos compostos triazólicos pode ser induzida in vitro, sob pressão 

constante do fármaco na cultura do parasita (192); neste sentido, o estudo do 

desenvolvimento de resistência ao ravuconazol é um bom modelo experimental já que o 

alvo molecular do composto e sua via já são conhecidos. Deste modo, os mecanismos 

de resistência e alterações biológicas podem ser elucidados ao correlacionar os eventos 

constatados no perfil fenotípico (padrões de crescimento e diferenciação e perfil de 

resposta a diferentes compostos) com comparações de sequenciamento do DNA destes 

estoques em relação ao clone parental e predição de possíveis alterações estruturais na 

TcCYP51, se constatadas.  
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2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivos gerais  

 
Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento, padronização e execução 

de um ensaio baseado em imagem para prospecção de compostos contra T. cruzi. A 

triagem de compostos proposta visou a seleção de um potencial candidato antichagásico 

de amplo espectro de atividade contra o maior número possível de cepas de T. cruzi e 

contra diversas linhagens de célula hospedeira infectadas, com seletividade, potência e 

eficácia satisfatórias. O ensaio fenotípico desenvolvido também serviu de base para 

investigar o perfil fenotípico de um parasita resistente ao composto triazol ravuconazol, 

em comparação com o parasita parental; estudos sobre o mecanismo molecular de 

resistência ao composto também foram conduzidos através de análises genômicas e 

predição de alteração estrutural da enzima alvo. 

 

2.2.   Objetivos específicos 
 

1) Desenvolver e validar um ensaio baseado em imagem para triagem de compostos 

contra formas amastigotas intracelulares de T. cruzi; 

 

2) Verificar impacto da escolha da linhagem celular nos ensaios fenotípicos de 

prospecção de fármacos antichagásicos; 

 

3) Confirmar atividade dos compostos selecionados em ensaios com doses múltiplas 

para determinação de concentração efetiva, atividade máxima, concentração citotóxica e 

índice de seletividade; 

 

4) Testar os compostos selecionados contra um painel de cepas de T. cruzi; 

 

5) Verificar o efeito dos compostos selecionados em combinação com fámacos 

referência; 
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6) Triar uma biblioteca de compostos contra três cepas distintas de T. cruzi para avaliar 

a variabilidade da triagem de compostos com cepas distintas e selecionar compostos 

com maior espectro de atividade; 

 

7) Caracterizar fenotipicamente o clone de T. cruzi resistente ao composto ravuconazol; 

 

8) Testar outros compostos (inibidores ou não da TcCYP51) para traçar o perfil da 

resistência do clone em relação ao clone parental; 

 

3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Células de mamíferos  
3.1.1. L6 
 

Esta linhagem celular miogênica foi isolada de cultura de células musculares 

primárias de rato (Rattus norvegicus). O estoque desta linhagem foi originalmente obtido 

do Banco de Células do Japão (JCRB – Ibaraki, Japão). Células L6 apresentam 

características morfológicas de mioblastos aderentes; estas células podem formar em 

cultura, por fusão, miotubos multinucleados e fibras estriadas. Esta linhagem foi mantida 

em meio DMEM com alta glicose (Hyclone), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal 

bovino (FBS – Gibco) e uma solução antibiótica com 100 U/mL de penicilina e 100µg/mL 

de estreptomicina (pen-estrep - Gibco). Este meio é aqui abreviado por meio DMEM. As 

células foram tripsinizadas (solução de tripsina 0,05% - EDTA - Gibco) a cada 3 dias e 

semeadas na densidade de 1,0 x104 células/mL, em 25 mL, no frasco de cultura T175 

(Sarstedt). A passagem máxima utilizada para esta linhagem foi de 15.  

 

3.1.2. LLC-MK2 
 

A linhagem celular LLC-MK2 foi isolada de uma suspensão celular preparada a 

partir de rins removidos do macaco Rhesus (Macaca mulatta). O estoque utilizado neste 

ensaio foi cedido por S. Schenkman (Universidade Federal de São Paulo – São Paulo, 

Brasil). Esta linhagem celular foi mantida em o meio DMEM high. As células foram 
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tripsinizadas (solução de tripsina 0,05% - EDTA - Gibco) a cada 3 – 4 dias e semeadas 

na densidade de 4x104 células/mL, em 25 mL, no frasco de cultura T175 (Sarstedt). A 

passagem máxima utilizada para esta linhagem foi de 20.  

 

3.1.3. THP-1 
 

A linhagem THP-1 foi obtida a partir do sangue periférico de um paciente humano 

de 1 ano de idade com leucemia monocítica aguda. O estoque foi obtido do Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ – Xerém, Brasil) (BCRJ0234). As células THP-1 são 

monocíticas e, quando induzidas com 50 ng/mL de éster de forbol (PMA, Sigma-Aldrich), 

diferenciam-se em células do tipo macrófago (macrophage-like cell). Esta linhagem 

celular foi mantida em meio RPMI-1640 suplementado com 20% (v/v) de FBS (Gibco) e 

pen-strep (Gibco) – aqui abreviado por meio RPMI. Células foram semeadas a cada 3 -4 

dias em T175 (Sarstedt), na densidade de 2x105 celulas/mL, em 25 mL, e mantidas sob 

crescimento exponencial por no máximo 10 passagens.  

Para realizar a triagem da biblioteca LOPAC, onde todas as células foram utilizadas como 

hospedeiras no ensaio primário (exceto pela LLC-MK2), as células foram submetidas as 

mesmas condições de cultivo da THP-1, com intuito de homogeneizar o meio de cultura 

utilizado no cultivo e no ensaio. Ou seja, o meio RPMI foi utilizado tanto para o 

crescimento e cultivo prévio das linhagens celulares, como também foi o meio empregado 

na diluição das células e parasitas na placa de ensaio. 

3.1.4. U2OS 
 

A linhagem celular U2OS originou-se do tecido ósseo de uma paciente humana de 

15 anos com osteossarcoma. O estoque foi obtido do BCRJ (BCRJ0304). Células U2OS 

exibem morfologia de célula epitelial aderente. Esta linhagem celular foi mantida sob o 

meio DMEM high. As células foram tripsinizadas (solução de tripsina 0,05% - EDTA - 

Gibco) a cada 4 dias e semeadas na densidade de 8x104 células/mL, em 25 mL, no frasco 

de cultura T175 (Sarstedt). A passagem máxima utilizada para esta linhagem foi de 15.  
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3.1.5. VERO 
 

Assim como a LLC-MK2, a célula VERO também foi originalmente isolada de rins 

de macaco, porém a espécie Cercopithecus aethiops. O estoque usado neste trabalho 

foi cedido por A. Tanuri (Universidade Federal do Rio de Janeiro - Rio de Janeiro, Brasil). 

Estas células foram mantidas em meio DMEM high e tripsinizadas (solução de tripsina 

0,05% - EDTA - Gibco) a cada 3 – 4 dias e semeadas na densidade de 4x104 células/mL, 

em 25 mL, no frasco de cultura T175 (Sarstedt). A passagem máxima utilizada para esta 

linhagem foi de 20.  

 

3.2. Origem e cultivo de Trypanosoma cruzi 
3.2.1. Cepas de T. cruzi e cultivo de tripomastigotas de cultura de tecido   
 

 Todos os estoques de T. cruzi foram transferidos do Institut Pasteur Korea (IPK – 

Bundang-gu, Coréia do Sul) para o Laboratório Nacional de Biociências (LNBio – 

Campinas, Brasil). Originalmente, um estoque da cepa Y (estoque 1) foi cedida por A. 

Avila (Instituto Carlos Chagas, Fiocruz - Curitiba - Brasil), um segundo estoque da cepa 

Y (estoque 2) foi cedido por S. Schenkman (UNIFESP, São Paulo - Brasil); a cepa CL 

Brener foi cedida por J. F. Silveira (UNIFESP, São Paulo - Brasil); as cepas Sylvio X10/1 

e ARMA13 cl1 foram doadas por M. Miles (London School of Hygiene and Tropical 

Medicine, LSHTM – Londres, Reino Unido). Os clones 92-80 cl2, Tula cl2 e ERA cl2 

também foram cedidos por M. Miles, entretanto os dois primeiros foram originalmente 

isolados pelo grupo de M. Tibayrenc (Institut de Recherche pour le Developpement - 

Montpellier, França), enquanto o ERA cl2 foi isolado por H. Carrasco (Laboratorio de 

Biología Molecular de Protozoarios, Instituto de Medicina Tropical, UCV – Caracas, 

Venezuela).  

As formas tripomastigotas foram obtidas do sobrenadante da cultura de LLC-MK2 

infectadas com T. cruzi. As culturas de Sylvio X10/1, ARMA13 cl1, ERA cl2, 92.80 cl2, 

Tula cl2, CL Brener e Y (estoque 2) foram mantidos em meio DMEM high, enquanto a 

cultura de Y (estoque 1) foi mantida em meio DMEM de baixa glicose (Vitrocell) 
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suplementado com 2% (v/v) de FBS (Gibco) e pen-estrep (Gibco). Este meio será 

abreviado aqui como meio DMEM low.  

A tabela 1 apresenta todas as cepas e clones utilizados neste trabalho, assim como 

informações gerais sobre as linhagens.  

Com intuito de manter a qualidade dos ensaios fenotípicos, todas as culturas de 

células de mamíferos e parasitas foram inspecionadas rotineiramente para verificar 

contaminação com micoplasma. Os testes foram realizados por meio do kit de detecção 

MycoAlert (Lonza) com leituras de luminescência no leitor de placas EnVision (Perkin 

Elmer).   

 
Tabela 4. Informações gerais sobre as cepas de T. cruzi utilizadas no ensaio de HCS. Local de origem 
refere-se à localização geográfica de onde a cepa original foi isolada, independente de posteriores 
clonagens em cultura in vitro.  

DTU Região de ocorrência 
da doença de Chagas Cepa  

Espécie 
hospedeira 

original 
Local de 
origem 

I Norte da Amazônia Sylvio X10/1 Homo sapiens Pará, Brasil 

II Central e costeira do 
Brasil  Y Homo sapiens São Paulo, Brasil 

III Amazônica Arma13 cl1 Dasypus 
novemcintus 

Boquerón, 
Paraguai 

IV Venezuela e Amazônia 
brasileira ERA cl2 Homo sapiens Anzoátegui, 

Venezuela 

V Cone sul da América do 
Sul 92.80 cl2 Homo sapiens Santa Cruz, 

Bolívia 

VI Cone sul da América do 
Sul 

Tula cl2 Homo sapiens Tulahuen, Chile 

CL Brener Triatoma 
infestans 

Rio Grande do 
Sul, Brasil 
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3.2.2. Clones de Trypanosoma cruzi e processo de seleção de resistência in 
vitro ao ravuconazol  
 

 Os clones de T. cruzi resistentes ao ravuconazol foram selecionados, in vitro, no 

IPK, sendo posteriormente transferidos, recuperados e cultivados no LNBio, a partir de 

2015. Anteriormente à seleção, parasitas do estoque 2 da cepa Y (ver seção 3.2.1.), que 

foi mantida continuamente in vivo em camundongos, foi clonado por meio de diluição 

limitante em microplacas de 96 poços (Greiner Bio-One). As etapas de cultura, clonagem 

e obtenção dos estoques resistentes foram realizadas por M. A. Giardini, H. Kim, L. 

Gaspar e L. Naves.  

 Foram escolhidos, então, os clones que geraram o maior pico de tripomastigotas 

no sobrenadante de cultura de LLC-MK2 em um período mais curto de tempo (esse perfil, 

somado a capacidade de invasão e replicação das formas de epimastigota e amastigota 

caracterizam o fitness neste trabalho). Os clones foram posteriormente submetidos a 

seleção por pressão de ravuconazol em cultura e, entre todos os clones testados, o clone 

H10 (referente a sua posição na microplaca de cultura) mostrou-se mais estável na 

presença do fámaco, em relação aos demais. A seleção foi executada por meio do cultivo 

do clone H10 em cultura de célula LLC-MK2 (conforme descrito anteriormente) sob 

concentração crescente de ravuconazol, começando em 1 nM. Durante o processo de 

seleção, a pressão do composto foi eventualmente removida e posteriormente 

reintroduzida (processo de seleção por pressão do tipo on/off), com a intenção de 

recuperar o fitness do clone e facilitar a estabilização da resistência. Ao longo do 

processo de seleção, amostras de estoques do clone H10 resistente foram congeladas 

sob diferentes concentrações de pressão de ravuconazol (2 nM, 4 nM, 8 nM, etc.). O 

clone resistente à maior concentração de ravuconazol foi o que cresceu sob 500 nM do 

fármaco, sem alterações expressivas no crescimento in vitro e mantendo a viabilidade 

dos parasitas (este estoque é aqui denominado H10-R, “resistant”). Tentativas de elevar 

a concentração de ravuconazol além de 500 nM na cultura dos clones H10 geraram 

estoques menos estáveis (ciclo de infecção in vitro extremamente variável – baixíssimo 

rendimento de saída de tripomastigotas). Todos os clones foram cultivados em células 

LLC-MK2 com meio DMEM high (como descrito para as outras cepas de T. cruzi em 3.2.1. 
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– exceto pelo soro suplementado neste meio foi 10% (v/v) de soro cósmico de bezerro – 

CCS, Hyclone – substituindo do FBS utilizado para outras cepas e clones de T. cruzi).  

 Como controle, um estoque do clone H10 foi mantido paralelamente em cultura 

contínua in vitro, entretanto sem a pressão do ravuconazol (este clone é aqui denominado 

H10-LT, “long term”): o racional foi comparar se o fenótipo de resistência ao fármaco (e/ou 

eventuais mutações/aberrações encontradas no clone H10-R) estavam efetivamente 

associadas com a pressão do ravuconazol ou simplesmente causadas aleatoriamente 

dado o longo período de contínuo cultivo in vitro. Também foi congelado um estoque do 

clone H10 antes do início do processo de indução da resistência – o qual foi mantido por 

poucas passagens em cultura – este estoque é aqui denominado H10-S. Após a 

recuperação do clone H10-R em cultura in vitro, seu cultivo foi estabelecido em frasco de 

cultura T175 (contendo células hospedeiras LLC-MK2) com 25 mL de meio de cultura 

suplementado com 2,5 µL de ravuconazol a 5 mM, atingindo a concentração final de 500 

nM na cultura (concentração final de DMSO a 0,01%) - o mesmo procedimento foi 

executado, adaptando a concentração e volume do fármaco, para a cultura dos outros 

estoques resistentes: 2 nM, 4 nM, 8 nM, 16 nM, 64 nM, 128 nM e 1 µM. O meio 

suplementado com ravuconazol foi trocado a cada 3 – 4 dias, a fim de evitar a 

degradação/esgotamento do fármaco. Após sucessivas passagens in vitro do H10-R, 

separou-se um estoque dos parasitas em um frasco de cultura e a pressão do fármaco 

foi removida, mantendo-o continuamente in vitro – em paralelo ao H10-R - apenas sob 

0,01% de DMSO (este estoque é aqui denominado H10-R-NP, “no pressure”). A tabela 
4 indica os clones utilizados neste estudo e suas respectivas nomenclaturas.  
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Tabela 5. Nomenclatura de variantes de cultura da cepa Y. 

Nomenclatura Significado 
Pressão de 

fármaco 

Y estoque 1 Estoque de cepa Y sensível ao benznidazol Não 

Y estoque 2 Estoque de cepa Y parcialmente resistente 
ao benznidazol; originou o clone H10 

Não 

Y clH10 ou 
H10-S 

Estoque parental do clone de Y – estoque 
2 - (mantido in vitro por poucas passagens 
– no máximo oito -) 

Não 

H10-LT 

Estoque do clone H10 mantido 
continuamente em cultura in vitro, em 
paralelo a cultura de H10-R; é usado como 
controle para variações ou aberrações 
genéticas/fentípicas que possam ser 
atribuídas ao longo período de cultura in 
vitro (independentemente da pressão de 
fármaco) 

Não 

H10-R 
Estoque do clone H10 mantido sob pressão 
crescente em padrão on/off, até atingir 
níveis de infecção estáveis com 
ravuconazol a 500 nM  

Sim (ravuconazol a 
500 nM) 

H10-R-NP 

H10-R no qual a pressão do composto foi 
removida (NP = No Pressure); utilizado em 
estudos de estabilidade e manutenção da 
resistência na ausência da pressão do 
fármaco 

Não (apenas DMSO 
0,01%) 

 

3.2.3. Cultura da fase de inseto: diferenciação e crescimento  
 

 Com intuito de diferenciar os estoques do clone H10 em epimastigotas, 

tripomastigotas foram coletados da cultura de infecção de LLC-MK2, centrifugados e 

ressuspendidos em meio LIT (pH 7,2) na densidade de 5 x 105 tripomastigotas/mL, e 

incubados a 28°C. O meio LIT foi preparado com pequenas modificações do protocolo 

da ATCC (223): 4g de NaCl, 5g de caldo de infusão de fígado (Sigma-Aldrich) e 0,8 g de 

glicose. O meio LIT foi autoclavado a 121°C durante 15-20 min e posteriormente 

suplementado com 10 % (v/v) de FBS e solução de pen-estrep. Por 17 dias foram 
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realizadas contagens manuais diárias, a partir do dia de adição dos tripomastigotas no 

meio LIT, a fim de definir o perfil de epimastigogênese dos estoques H10-S, H10-LT e 

H10-R. A curva de crescimento iniciou com a densidade de 1 x 105 epimastogotas/mL 

para todos os clones, estes eram cultivados em frascos de cultura tipo T25 (Sarstedt). As 

contagens foram realizadas em duplicata (duas contagens independentes) com repetição 

(dois frascos diferentes de cultura para cada clone). Posteriormente, quando as culturas 

de epimastigotas já haviam se estabilizado, foram realizadas contagens manuais diárias 

dos estoques H10-S, H10-LT, H10-R e H10-R-NP, por 22 dias, com intuito de determinar 

a taxa de crescimento de cada clone; antes de iniciar esta contagem comparativa, os 

epimastigotas do estoque H10-R, em elevada densidade, foram diluídos e divididos em 

frascos distintos: enquanto um foi reinserido o ravuconazol a 500 nM na cultura (sendo 

este denominado H10-R+) o outro foi mantido sem o ravuconazol (H10-R-) – o fármaco 

foi adicionado na cultura de H10-R+ a cada 7 dias (já que o meio de cultura não era 

trocado, garantindo assim processamento/degradação total do composto antes da 

reinserção). A contagem da curva de crescimento se iniciou com todos estoques na 

mesma densidade de 1.0 x 10 5 epimastigotas/mL; as contagens foram realizadas em 

duplicata (duas contagens independentes) com duas repetições (epimastigotas de dois 

frascos diferentes de cultura para cada clone). 

 O tempo de duplicação foi calculado baseado na taxa entre o período de 

crescimento em 48 h (durante a fase de crescimento exponencial) e o número de 

gerações (n), o qual pode ser calculado de acordo com as equações I e II   
 

I) tempo de duplicação (dt) = período de crescimento da cultura / n 
II) n = LnX-dia final* – LnY-dia inicial* / 0,693 

 

* X-dia final e Y-dia inicial referem-se a quantidade de parasita contados no último e no 

primeiro dia do crescimento exponencial da cultura, respectivamente. A mesma equação 

foi utilizada para calcular o tempo de duplicação para a fase amastigota, exceto que para 

essa fase o período de 72 h foi levado em consideração. 
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3.2.4. Metaciclogênese: ciclo do parasita completo in vitro 
 

 Após a realização da epimastigogênese e a realização de caracterização 

fenotípica a partir de clones H10, o conteúdo total dos frascos de cultura de epimastigotas 

de H10-S, H10-LT, H10-R e H10-R-NP foi centrifugado e ressuspendido em meio Graces 

(Vitrocell), suplementado com 10% (v/v) de FBS e solução pen-strep; os frascos de 

cultura foram mantidos nas mesmas condições dos epimastigotas. As avaliações visuais 

foram realizadas diariamente e sempre que os tripomastigotas metacíclicos eram 

evidentes nos frascos de cultura (dentro de um número relativamente elevado de 

indivíduos), estes foram transferidos para frascos de cultura LLC-MK2 para infectarem as 

células de mamífero e prosseguirem no estágio intracelular, finalizando o ciclo in vitro. 

Os clones submetidos ao ciclo completo in vitro foram reavaliados em relação a 

susceptibilidade aos fármacos referência testadas.  

 

3.3. Obtenção e preparo dos compostos  
3.3.1. Origem dos compostos  
 

 Benznidazol (BZL) foi cedido pela Nortec Química (Duque de Caxias, Brasil); os 

compostos nifurtimox (NFX), posaconazol (PSL), UDO (BS1246) e UDD (BS0967) foram 

obtidos da Epichem Pty Ltda (Bentley, Austrália), assim como os compostos do programa 

de otimização de leads do DNDi: A, B, C, D, E, F, G, H, I e J. A anfotericina B (AMB), os 

compostos azóis fluconazol (FCL), itraconazol (ITL), cetoconazol (KTL) e voriconazol, 

além dos hits da triagem da biblioteca LOPAC: FPL 64176, entecavir, AEG 3482 e 

CB1954 foram comprados da Sigma-Aldrich (Saint Louis, E.U.A). O ravuconazol (RVL) 

foi fornecido pela empresa Eisai Ltda (Tóquio, Japão).  

 

3.3.2. Preparo da solução de compostos  
 

Todos os compostos foram enviados na forma sólida e dissolvidos no volume 

apropriado de dimetilsulfóxido 100% (DMSO, Sigma-Aldrich) para preparar alíquotas de 

solução estoque. Benznidazol, posaconazol e ravuconazol e foram dissolvidos nas 
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concentrações finais de estoque de 40, 80 e 80 mM, respectivamente. Já o nifurtimox, 

anfotericina B, os fenarimóis (BS1246, BS0967), os demais azóis (fluconazol, itraconazol, 

cetoconazol e voriconazol) e os compostos leads do DNDi foram dissolvidos na 

concentração estoque de 10 mM, com exceção dos compostos B e G (leads do DNDi) 

que foram preparados a 5 mM devido a ocorrência de precipitação quando em 

concentrações mais elevadas. Todas as alíquotas foram mantidas congeladas sob - 80 

°C, protegidas da luz, e submetidas a no máximo três ciclos de congelamento-

descongelamento com intuito de garantir a integridade química dos compostos. 

 

3.4. Bibliotecas de compostos  
3.4.1. Biblioteca MNHN 
 

Uma biblioteca contendo 1.604 amostras (1.476 moléculas sintéticas e 164 

extratos naturais) foi fornecida do Muséum National d’Histoire Naturelle (MNHN - Paris, 

França), aqui abreviada por biblioteca MNHN. As amostras da biblioteca MNHN foram 

enviadas na formatação de uma microplaca de 96 poços com conteúdo de 30 µL/poço já 

dissolvidas nas concentrações estoque de 0,1 mg/mL para as amostras sintéticas e 1,0 

mg/mL para os extratos naturais. As amostras foram transferidas manualmente para uma 

microplaca estoque de polipropileno com 384 poços (Greiner BioOne) – aqui chamadas 

de placa-estoque. As placas-estoque foram mantidas sob - 20°C. Dados de 

características físico-químicas e/ou origem de extratos naturais que compõem a MNHN 

são conhecidos apenas pelo grupo provedor da biblioteca.  

 

3.4.2. Biblioteca LOPAC 
 

Uma segunda biblioteca contendo uma coleção de 1.280 compostos 

farmacologicamente ativos foi adquirida (LOPAC® 1280 - Sigma-Aldrich), aqui chamada de 

biblioteca LOPAC; as amostras presentes na coleção são moléculas drug-like avançadas 

que atuam sobre diversas vias conhecidas de neurotransmissão e sinalização celular, 

como por exemplo: apoptose, regulação gênica, fosforilação, sinalização lipídica, entre 

outas, segundo informações do fabricante. Os compostos da biblioteca LOPAC foram 
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enviados na concentração de 10 mM em DMSO 100% e dispostos na formatação de 

microplaca de 96 poços (16 placas) com conteúdo de 25 µL/poço. As amostras foram 

reformatadas para placas estoque e armazenadas conforme protocolo descrito para a 

biblioteca MNHN. Para execução da triagem primária em concentração única de 10µM, 

placas estoque de 1 mM foram preparadas a partir da transferência de 1,2 µL da placa 

estoque a 20 mM em 10 µL de DMSO 100%. 

 

3.4.3. Biblioteca Pathogen Box 
 

A biblioteca denominada Pathogen Box, foi doada pela instituição Medicines for 

Malaria Venture (MMV) e contém 400 moléculas drug-like ativas contra diversos 

patógenos, em sua maioria associados com doenças negligenciadas 

(http://www.pathogenbox.org). Os compostos da biblioteca Pathogen Box foram enviados 

nas mesmas condições (concentração e configuração, exceto pelo volume menor de 

10µL/poço) da biblioteca LOPAC e foram reformatados e armazenados conforme 

protocolo descrito anteriormente. Uma placa estoque diluída de 4 mM foi preparada a 

partir da placa estoque de 10 mM (4 µL da placa estoque foram transferidos para 6 µL de 

DMSO 100%).  

 

3.5. Ensaios de triagem de compostos contra T. cruzi  
3.5.1. Validação do ensaio  
 

 A validação do ensaio primário foi realizada utilizando dados comparativos da 

atividade em curva dose-resposta (14 pontos de diluição, fator de 2x) do composto 

referência BZL realizado em quintuplicata (cinco experimentos independentes), enquanto 

a qualidade (diferença estatisticamente relevante entre os controles) e a robustez (baixa 

variabilidade entre as replicatas – reprodutibilidade - ) do scale-up foram medidos através 

da avaliação de parâmetros quantitativos do ensaio (como taxa de infecção, número total 

de célula, número médio de parasitas intracelulares) entre uma pequena série de triagem 

com apenas 2 placas de ensaio e uma rodada de triagem de uma coleção maior contendo 

12 placas no total (apenas os controles negativos foram utilizados na análise). 
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3.5.2. Protocolo 1 (72 h de exposição aos compostos):  triagem primária – 
biblioteca MNHN 
 

O esquema de ensaio de 72 h de exposição aos compostos foi utilizado na triagem 

primária da biblioteca MNHN, este ensaio é uma versão baseada no método 

desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo no IPK (155), entretanto ampliou-se o 

tempo de exposição das placas às amostras de 48 h para 72 h com o intuito aumentar a 

taxa de hits (considerando que extratos produtos e produtos naturais em menores 

concentrações foram triados).  O ensaio como um todo durou aproximadamente 12 dias: 

do crescimento em cultura de células hospedeiras e parasitas ao processamento dos 

dados gerados pela análise de alto conteúdo (esquema 3).  

Primeiramente, as amostras foram transferidas das microplacas estoque para as 

placas de ensaio (microplacas Greiner µclear – Bio-One) previamente pipetadas com 

tampão fosfato salino (DPBS), a fim de diluir a solução estoque em 16,6 vezes. A 

transferência foi realizada por meio de uma estação de manipulação de líquidos 

automatizada (Janus MDT – Perkin Elmer) e as concentrações das amostras na placa, 

no caso da biblioteca MNHN, foram de 60 µg/mL (extratos) e 6,0 µg/mL (compostos 

sintéticos) em DMSO 6%. Em seguida, 3.000 células U2OS foram adicionadas por poço, 

simultaneamente com os tripomastigotas de cultura da cepa Y – estoque 1 - (previamente 

coletados do sobrenadante da infecção de LLC-MK2), na densidade de 3,5x105 

tripomastigotas/mL (MOI:5) e volume final de 50 µL; todas as células foram 

ressuspendidas em meio DMEM low e semeadas com o auxílio de dispensador 

automatizado (Matrix WellMate® - Thermo-Scientific); após a dispensa do volume de 

células, a concentração das amostras/DMSO é diluída seis vezes – atingindo 10 µg/mL 

(extratos) e 1,0 µg/mL (compostos sintéticos) em DMSO 1% (proporção tolerada pelo 

parasita e célula hospedeira, previamente verificada em cultura de T. cruzi). Todos os 

poços controles também possuem DMSO 1% na concentração final. As microplacas 

foram então incubadas por 72 h sob 37°C e 5% CO2, em atmosfera umidificada e 

ambiente controlado. Células hospedeiras não infectadas (NI) e células infectadas e 

tratadas com BZL a 400 µM (EC100) foram utilizadas como controle positivo, enquanto 



 

 
 

50 

poços contendo células infectadas tratados apenas com o solvente DMSO 1% ou com 

DPBS 1% (caso alguma amostra estivesse dissolvida em solução aquosa diferente do 

DMSO) foram utilizados como controle negativo (DMSO/DPBS).  

A triagem primária para a biblioteca MNHN foi realizada em um único experimento. 

Além dos controles internos das microplacas de ensaio, 2 placas contendo BZL 

configurado em dose-resposta (3 curvas de 10 pontos de diluição, fator de 2x) foram 

introduzidas como primeira e última placa semeadas com as células, a fim de avaliar a 

variabilidade durante a pipetagem do ensaio (figura. Uma placa contendo apenas DMSO 

(1%) em todos os poços serviu para avaliar a variabilidade da infecção nas diferentes 

posições da microplaca de 384 poços.   

 

 

 

 
Esquema 3. (página anterior) Etapas do ensaio do protocolo 1 (72h), com adição simultânea, em um 
único dia, dos componentes célula hospedeira (U2OS), parasitas (cepa de Y T. cruzi) e 
compostos/amostras na placa de ensaio, com 72 horas de exposição do sistema às amostras triadas. 
Etapas posteriores ao período de incubação indicam processos sucessivos de fixação, marcação com 
fluoróforo, aquisição e análise de imagens.   
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3.5.3. Protocolo 2 (96 h de exposição aos compostos): triagem confirmatória 
da biblioteca MNHN e demais ensaios  
 

O protocolo 2 foi desenvolvido seguindo o ensaio padronizado pelo nosso grupo 

(206) (esquema 4).  

Para a triagem confirmatória da biblioteca MNHN, no primeiro dia as células 

hospedeiras recém tripsinizadas foram semeadas na densidade de 1,75x104 células 

U2OS/mL em cada poço da microplaca, em 40 μL de DMEM high, e incubadas por 24 h. 

No segundo dia de ensaio, tripomastigotas da cepa Y (estoque 1) foram coletados do 

sobrenadante da cultura de LLC-MK2 e adicionados, em 10 µL de meio DMEM low, sobre 

as U2OS previamente semeadas em microplacas na densidade de 2,8x105 

tripomastigotas/mL (MOI: 4). Tanto as células hospedeiras, como os parasitas foram 

plaqueados com o auxílio do dispensador automatizado. Ao terceiro dia, as amostras 

foram diluídas serialmente por um fator de 2 (10 pontos de diluição) em DMSO (100%) 

nas placas estoque, a fim de serem avaliadas de modo concentração-dependente (curva 

dose-resposta). As placas intermediárias foram preparadas utilizando uma pipeta manual 

de 16 canais equipada com ponteiras descartáveis (Thermo Scientific). Foram 

transferidos 10µL da solução de amostras para a placa de ensaio contendo células 

infectadas com o parasita, atingindo um volume final de 60 µL/poço e concentração final 

de DMSO 1%.  

Para as amostras hits da biblioteca MNHN, a concentração mais alta testada foi 

de 1,0 µg/mL e a mais baixa 1,95 ng/mL. No caso dos compostos referência e compostos 

lead do DNDi, 15 e 14 pontos de diluição foram utilizados, respectivamente (fator de 

diluição de 2x). As concentrações iniciais de benznidazol, nifurtimox, sulfona de 

fexinidazol foram de 400, 100, 400 µM. Já as concentrações que iniciaram as curvas dos 

compostos posaconazol, ravuconazol e BS1246 foram 8, 8 e 2 µM, respectivamente. Os 

demais azóis e fenarimóis, assim como os compostos leads iniciaram a curva dose 

resposta em 100 µM, exceto pelos leads B e G que começaram em 50 µM. Imediatamente 

após a adição dos compostos, as placas de ensaio foram incubadas por 96 h nas mesmas 

condições descritas no protocolo 1. O esquema dos controles também seguiu o mesmo 

padrão, com exceção do controle com 1% DPBS, que não foi utilizado neste caso. Os 
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demais ensaios primários (biblioteca LOPAC e Pathogen Box), confirmatórios (de 

concentração dose resposta), ensaio com diferentes células hospedeiras e outras cepas 

também utilizaram esse modelo de ensaio (protocolo 2), com algumas adaptações 

pontuais em alguns sistemas particulares (que serão detalhadas mais adiante).  Com 

exceção das triagens de biblioteca, os demais ensaios que utilizaram o protocolo 2 foram 

realizadas em duplicata (dois experimentos independentes).  

 

3.5.4. Adaptação do protocolo de ensaio para outras linhagens celulares  
 

A padronização do protocolo de ensaio com a diferentes células hospedeiras 

considerou parâmetros quantitativos, como taxa de infecção, o número total de células/ 

poço e número médio de parasitas/ célula hospedeira provenientes da análise de todos 

os poços de uma microplaca de 384 poços tratados com DMSO a 1%; 2 experimentos 

independentes foram executados nesta análise. O ensaio com as células hospedeiras 

distintas, infectadas com o clone Ym foi utilizado para triar a biblioteca LOPAC (todas as 

amostras triadas contra todas as linhagens de células infectadas com T. cruzi).   

As células L6, LLC-MK2 e VERO foram semeadas seguindo o mesmo protocolo da 

U2OS, entretanto as proporções de célula/poço foram de 300, 500 e 600, 

respectivamente. As densidades de tripomastigotas/mL foram ajustadas para cada 

linhagem celular a fim de atingir o MOI:20. As células THP-1 seguiram uma dinâmica 

distinta: os monócitos foram semeados na densidade de 7.000 células/poço num volume 

de 25 µL contendo meio RPMI e 50 ng/mL de PMA para diferenciação em células tipo 

macrófago (esquema 4). Após 48 h da adição das células, tripomastigotas foram 

coletados, centrifugados a 500 rpm e ressuspendidos em meio RPMI e adicionados na 

densidade de 1,4x106 tripomastigotas/mL (MOI:5), num volume de 25 µL. O esquema de 

adição de compostos e o tempo de exposição de 96 h foram mantidos para todas as 

linhagens celulares testadas.  
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Esquema 4. Etapas do ensaio do protocolo 2 (96 h), com adição seriada em dias dos componentes do 
ensaio: células hospedeiras, parasitas (T. cruzi) e compostos/amostras na placa de ensaio, com 96 h de 
exposição do sistema aos compostos triados. Nos dias 1 e 2 as setas azuis indicam os procedimentos 
convencionais executados em ensaios confirmatórios com a célula hospedeira U2OS; as setas verdes 
indicam adaptações para uso de outras linhagens celulares neste ensaio.  
 
 
3.5.5. Adaptação do ensaio HCS para um painel de cepas de T. cruzi 
 

O ensaio foi adaptado do protocolo previamente estabelecido pelo nosso grupo 

(206); o esquema seguiu o mesmo método descrito na seção 3.5.2. (cepa Y – estoque 1 

- infectando a célula U2OS), entretanto as demais cepas e estoques foram 

ressuspendidos em meio DMEM high e diferentes densidades foram utilizadas: 1,4x106 

(Y – estoque 2 -, Sylvio X10/1, ERA cl2, Tula cl2, 92-80 cl2 e CL Brener) ou 2,8x106 

(ARMA 13 cl1) tripomastigotas/mL. As demais etapas do ensaio foram mantidas como 

descritas acima. A avaliação multiparamétrica do perfil de cada cepa de T. cruzi no ensaio 

HCS foi realizado com base nos dados dos controles negativos obtidos a partir dos 

experimentos de triagem de compostos leads, realizados em duplicata. As diferenças das 

taxas de infecção e a tolerância distinta ao benznidazol entre os estoques da mesma 

cepa Y (estoque 1 e 2) foram avaliadas a partir dos controles de placas de ensaio 

provenientes de 2 ensaios independentes.  
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3.5.6. Adaptação do ensaio HCS para derivados do clone H10 
 

 Os ensaios foram executados como descritos na seção 3.5.2.. Devido a 

diferentes padrões de infectividade entre os estoques do clone H10, os tripomastigotas 

de H10-R e H10-R-NP foram plaqueados sob a densidade de 2,8x106 tripomstigotas/mL, 

enquanto a densidade de 1,4x106 tripomastigotas/mL foi utilizada para os estoques H10-

S e H10-LT. Conforme descrito anteriormente, as células U2OS previamente plaqueadas 

foram infectadas com os diferentes estoques do clone H10 e tratadas 24 h após a adição 

dos parasitas. O estoque H10-R-NP estava sob cultura sem pressão do ravuconazol por 

48 dias quando estes ensaios foram realizados. Os compostos agiram sobre as células 

por 96 h antes da fixação das microplacas.  

 Os compostos referência foram testados no esquema descrito em 3.5.2., porém, 

uma curva dose resposta com 20 pontos de diluição (sob fator de diluição de 2) foi 

desenhada. A escolha das concentrações dos compostos foi baseada nos valores 

conhecidos de EC50 para cepa Y de T. cruzi, entretanto decidiu-se utilizar uma 

concentração mais elevada para os compostos azóis devido a resistência dos clones a 

esta classe de compostos, contudo foram consideradas as concentrações máximas de 

saturação dos compostos no meio (evitando precipitação em concentrações mais 

elevadas) e a tolerância da célula hospedeira U2OS. A concentração final de DMSO na 

microplaca de ensaio foi de 1%.  

 

3.5.7. Triagem das bibliotecas LOPAC e Pathogen Box 
3.5.7.1. Triagem da biblioteca LOPAC 
 

O esquema de plaqueamento das células hospedeiras (L6, THP-1, U2OS e VERO) 

e dos parasitas da cepa Y (clone H10), seguiu os protocolos descritos em 3.5.3. e 3.5.5., 
respectivamente. Apenas a linhagem celular LLC-MK2 não foi utilizada na triagem 

primária da biblioteca, dada sua proximidade com a linhagem de escolha VERO. 

Tratando-se de uma biblioteca de compostos menor, e considerando que várias células 
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hospedeiras foram utilizadas, as etapas de plaqueamento e adição de fármacos foram 

realizadas manualmente.   

Os compostos de placas de estoque de 1 mM (ver formatação da biblioteca 

LOPAC em 3.5.2.)  foram transferidos para microplacas de diluição contendo DPBS - 

placas intermediárias - para diluir os compostos 16,6 vezes (0,6 µL dos compostos em 

9,4 µL de DPBS), atingindo uma concentração de composto de 60 μM e 6% de DMSO; 

finalmente, foram adicionados 10 μL de soluções de placas intermediárias em placas de 

ensaio, de modo que a concentração final do composto foi reduzida para 10 μM; a 

concentração final de DMSO em todos os poços foi de 1%. Os poços contendo células 

não infectadas e células infectadas foram utilizados como controles positivos e negativos, 

respectivamente. Após a adição do composto, as placas foram incubadas durante 96 h. 

Além dos controles internos das placas de ensaio, todas as rodadas de triagem 

continham duas placas de controle de qualidade adicionais contendo os compostos de 

referência benznidazol e nirfurtimox em curvas dose-resposta (duas curvas/placa). Cada 

placa de controle foi tratada antes e após a transferência do composto da biblioteca, a 

fim de verificar a variabilidade do sistema de cultura dentro do período de adição de 

composto -. Outra placa de controle inclui células hospedeiras infectadas em todos os 

384 poços tratados com 1% de DMSO, apenas; A placa é verificada para a 

homogeneidade da infecção in vitro em toda a placa de ensaio. 

 

3.5.7.2. Triagem da biblioteca Pathogen Box 
 

O esquema de plaqueamento da célula U2OS e dos parasitas das cepas Y (clone 

H10), Sylvio X10/1 e CL Brener seguiu os protocolos descritos em 3.5.2. e 3.5.4., 
respectivamente. As etapas de plaqueamento e adição de fármacos foram realizadas 

manualmente.   

Com intuito de comparar os resultados dessa triagem com resultados obtidos 

contra Leishmania spp., decidiu-se utilizar a mesma concentração dos compostos (20 

µM) e do DMSO, que neste caso foi de 0,5%. (e não 1% como nos demais ensaios). Os 

compostos de placas de estoque de 4 mM (ver formatação da biblioteca Pathogen Box 

em 3.5.3.)  foram transferidos para microplacas de diluição contendo DPBS - placas 
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intermediárias - para diluir os compostos 33,3 vezes (0,6 µL dos compostos em 19,4 µL 

de DPBS), atingindo uma concentração de composto de 120 μM e 3% de DMSO; 

finalmente, foram adicionados 10 μL de soluções de placas intermediárias em placas de 

ensaio, de modo que a concentração final do composto foi reduzida para 20 μM; a 

concentração final de DMSO em todos os poços foi de 0,5%. Os poços contendo células 

não infectadas e células infectadas foram utilizados como controles positivos e negativos, 

respectivamente. Após a adição do composto, as placas foram incubadas durante 96 h. 

A curva dose-resposta de benznidazol, usada como controle de qualidade, foi adicionado 

juntamente com a segunda placa de compostos, já que os compostos da biblioteca 

ocuparam apenas a porção da placa até a coluna sete (restando espaço para adicionar 

o composto referência da coluna 10 até a coluna 19). 

 

3.5.8. Ensaio de cinética de atividade dos compostos contra derivados do 
clone H10  
 

 Com intuito de avaliar a cinética de ação dos compostos referência sobre os 

amastigotas dos diferentes clones de H10, um ensaio do tipo time-kill (tempo de morte) 

foi desenvolvido com base no ensaio de atividade descrito acima e no protocolo já 

descrito por nós (206). As densidades de plaqueamento da célula U2OS, assim como as 

densidades de parasitas (clones) pré-estabelecidas foram mantidas, também utilizou-se 

o mesmo esquema de diluição para os compostos testados, conforme descrito em 3.5.5.. 
Para avaliar a cinética de ação dos compostos, oito microplacas de ensaio foram 

preparadas simultaneamente, submetidas as mesmas etapas do ensaio de atividade e 

fixadas após diferentes tempos de exposição aos compostos (time-points): zero 

(imediatamente após a adição dos fármacos), 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. Com 

uma maior quantidade de placas de ensaio, a placa intermediária de maior volume foi 

usada (MasterBlock, Greiner); o esquema de diluição foi expandido para 94 µL de DPBS 

onde foram transferidos 6 µL dos compostos em solução estoque (em DMSO 100%), 

mantendo, portanto, a proporção de diluição de 16,6 vezes O clone H10-R-NP estava 

sob cultura sem pressão do ravuconazol por mais de 80 dias quando estes ensaios foram 

realizados  
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3.5.9. Ensaio de combinação de compostos hits da biblioteca LOPAC 
 

Nos ensaios secundários com os compostos hits da biblioteca LOPAC, as 

combinações destes compostos entre si e com benznidazol e posaconazol foram 

avaliadas. Os compostos testados foram comprados em quantidade maior de estoque e 

confirmados no ensaio com a cepa Y clH10 de T. cruzi infectando células U2OS; com 

base nesses resultados foram extraídos os valores de EC50 utilizados para o cálculo das 

proporções do ensaio de combinação 

 O perfil de interações entre os compostos foi determinado usando o método de 

combinação de fármacos sob razão constante: compostos combinados dois a dois sob 

diferentes proporções, baseando-se nos valores de EC50. O desenho e execução deste 

experimento foram realizados por L. M. Alcântara. Para cada interação estudada, 

diferentes combinações de compostos foram preparadas (razões de EC50 = 5:0, 4:1, 3:2, 

2:3, 1:4, 0:5) em dose-resposta (10 pontos, em um fator de diluição de 2). O 

plaqueamento das células e parasitas seguiu o esquema das sessões 3.5.2. e 3.5.4.; já 

o método de diluição e tratamento das placas seguiu o protocolo descrito em 3.5.2.. As 

placas foram incubadas por 96 h após a adição dos compostos.  

  

3.5.10. Fixação e coloração das placas 
 

Nos diferentes ensaios HCS utilizados, ao término do período de incubação do 

sistema contendo os compostos, as microplacas foram fixadas por 15 min à temperatura 

ambiente com uma solução de paraformaldeído 4% em PBS (PFA), seguido por duas 

lavagens sucessivas com tampão simples (PBS) e marcadas com a solução 5 µM do 

corante de DNA DRAQ5TM (Deep Red AnthraQuinone 5, Biostatus) por mais 15 min 

(protegido da luz e em temperatura ambiente). Dependendo da quantidade de placas 

utilizadas em cada rodada de experimento, as etapas de fixação, lavagem e coloração 

foram realizadas com auxílio do dispensador automático e da lavadora de placas 

(ELX405 - BioTek) (por exemplo, quando número de placas era superior a cinco).  
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3.5.11. Aquisição e análise de imagens 
3.5.11.1. Sistema de alto conteúdo – desenvolvimento no equipamento 
Operetta  
 

Foram adquiridas 4 imagens/poço da placa de 384 poços no sistema de 

imageamento de alta performance Operetta® (PerkinElmer) sob lentes com magnificação 

20x WD (long working distance) nas configurações de 90% de energia de excitação, 0% 

de transmissão, com filtro nos comprimentos de onda de 620nm – 640nm de excitação e 

650nm – 760nm para emissão (far red). O tempo de exposição configurado para o 

imageamento foi de 800 ms, deste modo a aquisição completa de uma microplaca de 384 

poços (com todos os poços em uso) durou aproximadamente 1 h 15 min.  

Após a aquisição, as imagens foram submetidas à análise de alto conteúdo (HCA), 

que permite a avaliação da atividade antiparasitária das amostras contra o amastigota 

intracelular de T. cruzi. O processamento das imagens foi realizado por meio do software 

Harmony® (Perkin Elmer) com o intuito de identificar, segmentar e contar núcleo e 

citoplasmas das células hospedeiras, assim como executar a detecção e contabilização 

de amastigotas presentes na região citoplasmática (figura 7). O desenvolvimento da 

análise de alto conteúdo envolveu a padronização do processamento de imagem com 

uso de software comercial (Harmony – Perkin Elmer. O software comercial Harmony® 

possui uma interface com diversos blocos de análise (denominados building blocks – 

figura 7 e figura 8) que podem ser configurados de maneira sequencial, de acordo com 

as características da análise. Scripts pré-programados, baseados em algoritmos distintos 

de processamento de imagem, estão disponíveis com parâmetros ajustáveis que 

possibilitam um ajuste fino do processamento de acordo com as características biológicas 

do ensaio e particularidades da imagem. A vantagem do uso do software comercial em 

relação ao desenvolvido in house é que a metodologia da análise pode ser empregada 

globalmente por qualquer usuário que tenha acesso ao programa, ao passo que o 

desenvolvido in house requer acesso local ou expertise avançada em 

computação/processamento de imagens para reproduzir a construção do algoritmo 

publicado.  



 

 
 

59 

 
Figura 7. Interface do software de análise de alto conteúdo Harmony. sequência de building blocks 
(blocos de análise) organizados sequencialmente de acordo com os parâmetros avaliados; B. Imagem 
modelo na qual são aplicados os parâmetros de processamento, sendo possível visualizar em tempo real 
a detecção e segmentação das células; C. Valores listados em uma prévia da análise quantitativa dos 
parâmetros selecionados; D. Mapa da placa de ensaio (acima) e as imagens dentro de cada poço (abaixo).   
 

Para a análise de alto conteúdo do ensaio de T. cruzi, o sistema de processamento 

foi ajustado para fornecer os seguintes readouts específicos: número de célula 

hospedeira, taxa de infecção, número total de parasitas em cada poço e número médio 

de amastigotas/célula infectada. O fluxo de análise de imagens segue as seguintes 

etapas (figura 8).  

 

• A primeira etapa, denominada Raw image (figura 8A): representa a imagem 

original obtida pelo sistema de microscopia de alto conteúdo (Operetta); as 

configurações de excitação, exposição e altura do plano focal foram determinadas 
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pré-aquisição, a fim de gerar imagens de alta qualidade para prosseguir no fluxo 

de análise. 

 

• Aplicou-se a análise da etapa Find nuclei (figura 8B), na qual são 

delimitados e quantificados os núcleos das células hospedeiras na imagem. A 

detecção é baseada na diferença da intensidade do sinal de fluorescência da área 

do núcleo com as demais regiões (signal to noise ratio, SNR). Com intuito de 

estabelecer o melhor método para detectar os núcleos, foram testados quatro 

scripts disponibilizados pelo software, ajustando suas configurações e 

comparando visualmente qual método fornecia os melhores resultados de 

detecção e quantificação. Após a escolha do método ideal (método A), foi 

executado um ajuste fino nos subníveis de configuração para aperfeiçoar a 

detecção dos núcleos baseados em suas características de tamanho, 

espaçamento entre células, limites mínimos de intensidade de sinal e contraste 

(tabela 5). 

 

• O building block configurado na sequência foi o Find cytoplasm (figura 8C), 

cuja função é segmentar a região do citoplasma das células hospedeiras na 

imagem, definindo, portanto, células individuais. A região citoplasmática é 

detectada como a região marginal ao núcleo que apresenta um sinal de 

intensidade superior ao do sinal de fundo. Uma característica vantajosa do corante 

DRAQ5® é que, além de marcar o núcleo das células com sinal de fluorescência 

relativamente alto, o fluoróforo também marca, em menor intensidade, a região 

citopasmática; esta marcação citosólica gera uma intensidade de sinal discreta 

porém suficiente para o software distinguir a região celular do sinal de fundo, 

prescindindo o uso de marcadores secundários para o citosol. Entre os seis scripts 

disponíveis, o método A foi eleito como o mais adequado para a segmentação 

precisa do citoplasma celular. Um ajuste fino para configurar o limite da 

intensidade de sinal do citoplasma também foi executado. 
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• A etapa Select population (figura 8D) cria uma subpopulação de células a 

partir da população total da imagem, excluindo as células que apresentam parte 

de sua área celular não contida nos limites da imagem.  

 

• A etapa que detecta e quantifica os parasitas intracelulares, Find spots 

(figura 8E), é configurada para detectar regiões circulares com área reduzida 

(spots) cuja elevada intensidade de sinal se destaca do sinal de fundo, dentro dos 

limites da região citoplasmática previamente definidos. Os spots representam o 

sinal do DNA marcado do parasita proveniente do núcleo e do cinetoplasto – 

indistinguíveis sob esta magnificação. O script selecionado (método C) permite, 

após ajustes finos, detectar com precisão os spots individuais sem gerar, 

entretanto, um número excessivo de falsos positivos (neste caso comumente 

gerados por diferenças naturais do contraste no citoplasma ou presença de 

detritos celulares). Sob um segundo e terceiro nível de ajustes, foram 

determinadas as propriedades dos spots para realçar a detecção: tamanho (raio 

do spot), contraste mínimo, intensidade de sinal do spot, distância mínima entre 

dois spots e entre os local maximum dos picos de sinal. Após configurado, o script 

foi testado nos controles positivo e negativo, a fim de medir a detecção de falsos 

positivos; um limite máximo de 10% de detecção de falsos positivos foi 

estabelecido para o ajuste da análise. A acurácia da detecção e quantificação dos 

spots por este protocolo foram conferidas através da comparação dos resultados 

obtidos pelo software com contagem manual feita por integrantes do nosso grupo, 

não havendo diferenças significativas entre as duas abordagens (dados não 

mostrados).   

 

•  Select population II (figura 8F) é a etapa que seleciona e separa as células 

infectadas de toda a população celular. O método Filtrar por Propriedade (filter by 

property) foi ajustado para considerar a seleção da população “Célula Infectada”: 

toda célula que apresentasse ao menos um spot na região do citoplasma.  
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• Define results é a última etapa dos blocos de análise onde são configurados 

quais resultados serão exportados. O usuário pode selecionar uma vasta série de 

outputs, tais quais informações descritivas das etapas de análise e dados 

quantitativos gerados a partir de fórmulas (formula output). Estabelecemos os 

seguintes outputs quantitativos (gerados para cada poço da microplaca): número 

total de células hospedeiras, número de células selecionadas (após exclusão de 

células na borda das imagens), número de células infectadas, número total de 

spots, média e desvio padrão do número de spots/célula infectada e taxa de 

infecção.  

 

Todos os detalhes do fluxo de análise estão descritos na tabela 5. 

 

3.5.11.2. Sistema de alto conteúdo – adaptação para o equipamento IN Cell  
2200 
 

 O sistema de HCS também foi usado no equipamento IN Cell 2200 (General 

Eletric), onde o padrão de 4 imagens/ poço também foi utilizado na lente de 20x de 

aumento deste sistema de microscopia. A excitação da lâmpada (LED) foi de 30%, o 

tempo de exposição selecionado foi de 2,5 s e o modo de aquisição foi o 2-D (sem 

deconvolução). Após a aquisição, as imagens foram analisadas, para uma avaliação 

comparativa, tanto no software Harmony (Perkin Elmer) como no software Investigator 

(General Eletric). O desenvolvimento da análise para o Investigator foi semelhante ao do 

Harmony, neste sentido os mesmos parâmetros de outputs foram desenhados para 

análise dentro das configurações deste programa. Com intuito de testar se o protocolo 

de triagem desenvolvido era compatível com outras plataformas de alto conteúdo, as 

microplacas foram imageadas no equipamento IN Cell 2200 e processadas no software 

Investigator (versão integrada ao sistema de microscopia IN Cell). Posteriormente, as 

imagens obtidas no IN Cell também foram processadas no Harmony através da 

plataforma Columbus (Perkin Elmer), que permite o acesso de imagens de diversos 

equipamentos de HCS pelo software de análise Harmony (dados não mostrados). As 

imagens obtidas no IN Cell destacam-se pelas maiores dimensão e resolução, além de 
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um tempo relativamente menor para ler uma microplaca de 384 poços inteira, em relação 

ao Operetta (figura 9).  

O software de análise Investigator foi utilizado na análise seguindo os protocolos 

semelhantes aos desenvolvidos no Harmony, entretanto, a etapa de delimitação da célula 

(equivalente ao Find cytoplasm) não pôde ser realizada com êxito. O Investigator é 

incapaz de segmentar a região citoplasmática utilizando o mesmo sinal de fluorescência 

daquele determinado para a detecção e segmentação do núcleo; como o protocolo foi 

estabelecido com o uso de um único corante, esta etapa foi prejudicada. 

Alternativamente, o Investigator fornece um processamento que considera uma região 

citosólica com base em um crescimento vetorial a partir da localização do núcleo (porém 

sem usar o sinal de fluorescência). Considerando as variações morfológicas e a 

plasticidade da região citosólica das células hospedeiras (especialmente quando 

infectadas com alta carga de amastigotas), o processo de delimitação vetorial a partir do 

núcleo pode segmentar erroneamente a célula. Este processo pode ser evitado ao utilizar 

outro corante para marcar o citosol.  
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Figura 8. (página anterior) Etapas do processamento de imagens via software Harmony. 
Processamento sequencial das imagens obtidas do ensaio HCS para T. cruzi  (esquema de “building 
blocks”) por meio do software comercial Harmony (Perkin Elmer): A. imagem bruta adquirida pelo sistema 
de microscopia de alto conteúdo Operetta, B. “Find nuclei”: ferramenta utilizada para delimitar e quantificar 
a região do núcleo da célula hospedeira U2OS, C. “Find cytoplasm”: etapa que visa delimitar a área 
citoplasmática e segmentar individualmente cada célula e seus limites, D. “Select population”: restringe a 
população de objetos a região celular  integrada nos limites da imagem (excluindo os da região da borda 
da imagem), E. “Find spots”: ferramenta utilizada para delimitar e quantificar o spot fluorescente que 
representa cada parasita intracelular (DNA do núcleo e do cinetoplasto) e F. “Select population II, separa 
e quantifica as células infectadas (que apresentam ao menos um spot na região do citoplasma) da imagem. 
O output multiparamétrico gerado pelo software fornece o número total de células hospedeiras, a taxa de 
infecção e o número médio de parasitas em cada célula hospedeira.  
 
 

 
Figura 9 Interface do software de análise de alto conteúdo IN Cell Investigator. O layout simplificado 
da interface do Investigator assemelha-se ao do Harmony. A. Lista indicando os valores preliminares da 
análise feita na imagem com os parâmetros selecionados; B. Mapa da microplaca de ensaio para seleção 
dos poços; C. Painel com parâmetros que configuram a análise e as propriedades que podem ser ajustadas 
para otimizar a análise; D. Imagem onde é possível visualizar, em tempo real, as etapas de seleção e 
segmentação das células.  
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Tabela 6. Parâmetros da análise de alto conteúdo para processar imagens obtidas no screening de 
T. cruzi no software Harmony. 
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3.6. Análise de dados  
3.6.1. Normalização dos dados obtidos na HCA 
 

A razão entre o número de células infectadas e o número total de células foi 

calculada, definindo a taxa de infecção (infection ratio, IR). Os dados brutos referentes 

aos valores de IR foram normalizados em função dos controles negativo (células 

infectadas não tratadas) e positivo (células não-infectadas) a fim de determinar a 

atividade antiparasitária normalizada, de acordo com a equação (III):  
 

(III) Atividade Normalizada (NA) = [1- (IRA – M.IRN) / (M.IRP – M.IRN)] x 100 
 

Onde: IRA: taxa de infecção dos poços contendo amostras 
            M.IRN: média da taxa de infecção dos poços de controle negativo 
            M.IRP: média da taxa de infecção dos poços de controle positivo 
                              

A razão em utilizar o controle positivo de células não-infectadas ao invés do 

controle tratado com benznidazol 400 µM (EC100) se deu pela ocorrência dos estoques, 

cepas e clones resistentes ao benznidazol que foram eventualmente avaliados.  

 

3.6.2. Tratamento estatístico: comparação entre grupos e correlação  
 

A comparação entre grupos nos experimentos foi realizada por meio do teste 

estatístico ANOVA e o Tukey como pós-teste. Para análises de correlação o teste 

Spearman foi utilizado, além da análise de ajuste da curva (goodness of fit) e medida do 

R2 em curvas dose resposta. O tratamento estatístico foi executado por meio do software 

Prism versão 7.0 (GraphPad).  

 

3.6.3. Controle de qualidade da triagem: fator Z’  
 

O controle de qualidade do ensaio foi medido pelo fator Z’ (224). Este fator 

estatístico foi calculado para cada placa das rodadas de experimento, levando em 
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consideração as médias e desvios da taxa de infecção dos controles positivo e negativo, 

seguindo a equação IV:  

 

(IV) Fator Z’ = 1 – [3x (DP.IRP + DP.IRN) / |(M.IRP - M.IRN) |] 
 

Onde: DP.IRP: desvio padrão da taxa de infecção dos poços de controle positivo 
            DP.IRP: desvio padrão da taxa de infecção dos poços de controle negativo 
             M.IRN: média da taxa de infecção dos poços de controle negativo 
             M.IRP: média da taxa de infecção dos poços de controle positivo 
 

Foram considerados ensaios excelentes, aqueles cujos valores do fator Z’ das 

placas foram iguais ou superiores a 0,5, o que indica a existência de uma janela de 

separação satisfatória entre os controles do ensaio. No entanto, dada a complexidade do 

ensaio fenotípico, valores de fator Z’ entre 0,1 – 0,5 ainda são considerados satisfatórios 

no contexto de HCS.  

 

3.6.4. Análise de dados de triagem de bibliotecas 
 

Dados de triagem primária foram processados utilizando os programas Excel 

(Microsoft) e Spotfire (TIBCO). Os critérios para seleção de compostos hits baseados em 

valores de atividade e toxicidade variaram de acordo com a biblioteca e células testadas.  

Em relação ao ensaio confirmatório e testes e compostos leads, compostos 

referência e de colaboradores, a atividade dos compostos em dose-resposta foi avaliada 

utilizando o software Prism versã 7.0 (GraphPad), a fim de gerar a curva sigmoide por 

regressão não-linear dos valores e determinar os dados de EC50 e CC50, através da 

interpolação. Para os propósitos deste estudo, EC50 foi definido como valor de 

concentração da amostra correspondente a 50% de atividade normalizada máxima (ou 

50% de redução da taxa de infecção); já a eficácia mede a resposta máxima (redução da 

infecção) obtida por uma amostra em uma determinada concentração testada. O perfil de 

potência das amostras está diretamente relacionado com o seu valor de EC50 – quanto 

mais potente for a amostra, menor será seu valor de EC50 -, enquanto a eficácia está 
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relacionada com a atividade máxima (MA) atingida na curva dose-resposta – quanto mais 

eficaz for a amostra, mais próximo de 100% será o seu valor de MA. A mesma lógica é 

aplicada para o valor de CC50, que indica a concentração da amostra capaz de reduzir a 

taxa de célula em 50%; taxa de célula é definida pela razão entre o número total de 

células do poço tratado e a média de células no controle negativo. A razão entre os 

valores de CC50 pelo EC50 configura o índice de seletividade (SI) da amostra testada. 

Quando a avaliação da taxa celular da amostra na curva dose-resposta não retorna um 

valor de CC50, o SI é considerado maior ou igual à razão entre a concentração máxima 

testada e o valor de EC50.   

 

3.6.5. Análise de dados dos ensaios de combinação de compostos  
 

Valores de EC50 foram determinados para cada curva dose resposta de cada 

combinação realizada entre os compostos. Estes valores foram utilizados para calcular 

as concentrações inibitórias fracionais (FIC), que pode ser expressa através da equação 
V:  

 

(V) FIC = EC50 composto em combinação / EC50 composto isolado 
 

A partir dos valores de FIC, foram gerados gráficos no modelo de isobologramas. 

Também foram consideradas as somatórias dos valores de FIC em cada combinação, 

sendo que as médias dessas somatórias determinaram a classificação do perfil de 

interação destes compostos. No caso desse estudo, as interações foram classificadas 

em sinérgicas (ΣFIC < 0,5), aditivas (0,5 < ΣFIC ≤ 4) ou antagonistas ( ΣFIC > 4) (225).  

 

3.6.6. Análise de relação de estrutura atividade (SAR) e estudos de clusters 
farmacológicos 
 

 As análises feitas com os compostos selecionados da biblioteca MNHN foram 

realizadas com auxílio de F. Palace. A lista contendo as estruturas químicas dos 

compostos foi elaborada e fornecida por P. Grellier.   
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 Os estudos de aglomeração hierárquica dos compostos selecionados da biblioteca 

LOPAC foram realizados através de descritores de pares atômicos e coeficiente de 

Tanimoto por meio do programa ChemMine Tools (http://chemminetools.ucr.edu).  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Com intuito de organizar e facilitar a leitura, os resultados deste projeto foram 

divididos em três partes. Na primeira parte, foram abordados os processos de 

padronização e validação do ensaio fenotípico para T. cruzi. A adaptação do ensaio para 

outras linhagens celulares e outras cepas de T. cruzi também estão na parte I, assim 

como a triagem da biblioteca de compostos MNHN e ensaios confirmatórios e análises 

dos compostos hits selecionados. Também foram abordados os principais resultados dos 

testes com alguns compostos enviados por colaboradores.  

Na parte II constam os resultados da triagem das bibliotecas LOPAC e Pathogen Box, 

assim como a discussão de como uso de diferentes linhagens celulares (como células 

hospedeiras) e de diferentes cepas de T. cruzi pode afetar o screening de compostos em 

ensaios fenotípicos com amastigotas intracelulares de T. cruzi; os resultados de ensaios 

confirmatórios com os principais hits encontrados nessa triagem foram abordados.  

Na parte III foram inseridas as análises do fenótipo e genótipo de clones de T. cruzi 

resistentes ao ravuconazol. Também estão apresentados e discutidos os resultados de 

susceptibilidade destes clones contra diversos fármacos assim como a possível alteração 

estrutural na enzima alvo do fármaco causada por uma nova mutação no gene da 

TcCYP51.  
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Parte I: Padronização e validação do ensaio fenotípico de T. cruzi, 
implementação do ensaio na triagem da biblioteca MNHN e em testes de 
compostos de colaboradores 
 

4..1. Padronização e validação do ensaio de alto conteúdo para T. cruzi 
4.1.1. Determinação do número mínimo de imagens por poço 
 

Apesar de todas as vantagens da análise de alto conteúdo, é necessário 

economizar tempo e recursos na metodologia dos experimentos a partir a otimização dos 

protocolos de aquisição e processamento de imagens; portanto, uma verificação 

estatística foi executada a fim de definir o número mínimo de imagens que pode ser 

adquirido em cada poço sem deixar de representar fidedignamente o poço inteiro. Sob a 

magnificação da lente de 20x, o poço da microplaca de 384 poços pode ser subdividido 

em 35 campos de imageamento (cada imagem mede, aproximadamente, 0,35 mm2). 

Entretanto, a aquisição de todos os campos de imagens em todos os 384 poços levaria 

aproximadamente 7 h 30 min por microplaca de ensaio (no equipamento Operetta), o que 

prejudicaria a alta vazão proposta da triagem, além de gerar um grande volume de dados 

de imagens que precisam ser armazenados a longo prazo, o que por sua vez aumenta o 

custo do ensaio. Por isso, buscamos determinar o número mínimo de imagens que eram 

necessários para uma amostragem adequada da população contida no poço.  

Foram comparados os valores de atividade (em %) dos controles positivo e 

negativo provenientes da análise de 35, 5 e 4 imagens de oito poços de cada controle, e 

não foi constatada diferença estatística para o parâmetro avaliado (figura 10). Outros 

parâmetros como taxa de infecção e número médio de parasitas/célula hospedeira 

também foram avaliados e apresentaram os mesmos resultados estatísticos; os valores 

dos parâmetros obtidos a partir de um número de imagens menor que 4 divergiram 

estatisticamente dos restantes a apresentaram um desvio relativamente alto (dados não 

mostrados). A aquisição de 4 imagens/poço reduziu a aquisição da microplaca de 384 

toda para 1 h 15 min, aproximadamente.         
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Figura 10. Determinação do número mínimo de imagens adquiridas por poço no ensaio de alto 
conteúdo. Atividade (em %) foi medida a partir do processamento de quatro, cinco e 35 imagens/poço – 
mapa do poço na parte inferior da figura -. Foram utilizados, nesta análise, oito poços de controle tratado 
(C+) e oito poços de controle negativo (C-). Sinais iguais indicam que não houve diferença estatística entre 
os grupos de controle os diferentes conjuntos de imagens processados (p < 0,05).  
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4.1.2. Padronização do ensaio de alto conteúdo para T. cruzi: testando 
diferentes células hospedeiras 
 

O ensaio proposto de triagem de compostos contra T. cruzi busca identificar 

amostras com potencial contra a fase replicativa intracelular em um sistema que 

reproduz, in vitro, a infecção de células de mamífero pelo parasita. Sabendo da 

promiscuidade do T. cruzi em relação a célula hospedeira, as linhagens celulares U2OS, 

LLC-MK2, THP-1 e L6 infectadas com T. cruzi foram testadas sob as condições pré-

determinadas da triagem, seguido pela avaliação no sistema de imageamento 

automatizado do Operetta, a fim de definir a linhagem celular mais compatível com o 

sistema de triagem. As densidades das células hospedeiras (número de células/poço), 

foram determinadas levando em consideração os dias de incubação dos ensaios, a taxa 

de crescimento das linhagens celulares e a área de superfície do poço da placa de 384 

poços (dados não mostrados). A escolha da célula de linhagem tumoral U2OS como 

célula hospedeira padrão para os ensaios de alto conteúdo foi baseada nos seguintes 

fatores:  

 

• Praticidade do cultivo e manutenção in vitro, onde não é exigido nenhum 

agente indutor de diferenciação (como no caso da THP-1, que requer adição de 

PMA);  

 

• Tempo de duplicação relativamente longo, de aproximadamente 30 h (226), 

permite ensaios com maiores períodos de incubação – enquanto as linhagens 

celulares LLC-MK2 e L6 apresentam um crescimento mais rápido (de 

aproximadamente 22 h) – o que limita o uso prolongado destas células em 

microplacas de 384 poços -; além disso a maior taxa de crescimento das células 

não infectadas, no decorrer do ensaio, pode mascarar a real taxa de infecção 

causando maior variabilidade (figura 11B, 11D e 11G);  

 

• Crescimento aderente em monocamada compacta facilita o imageamento 

das células U2OS em um único plano (núcleo do parasita e das células 
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hospedeiras), diferentemente das demais células que apresentam fusão 

citoplasmática (L6), polinucleação e pleomorfismo (THP-1) ou empilhamento (LLC-

MK2). 

 

• Grande área citoplasmática comporta um maior número de amastigotas 

intracelulares; o maior espaçamento entre os parasitas na área do citosol favorece 

a detecção pelo software (figura 11A e 11F);  

 

• Linhagem celular de origem humana. 

 
 

Entretanto, a sensibilidade da U2OS à infecção com T. cruzi e/ou à exposição das 

amostras triadas leva, ocasionalmente, a uma redução expressiva no número de células 

totais - quando comparadas com outras linhagens celulares mais tolerantes - (figura 
11G). Neste aspecto, é comum notarmos elevados índices de citotoxicidade nos dados 

de triagem com a célula U2OS. Por outro lado, esta sensibilidade relativamente alta 

permite a utilização de um critério mais rigoroso para escolha de amostras e compostos 

ainda mais seletivos do que aqueles testados contra outras linhagens celulares. Após a 

definição dos parâmetros básicos da infecção (densidade da célula/ poço, número de 

tripomastigotas adicionados por célula hospedeira), determinou-se o número máximo de 

passagens da célula (enquanto ela ainda mantinha sua integridade morfológica e perfil 

de crescimento na cultura). 

 

4.1.3. Padronização do ensaio de alto conteúdo para T. cruzi: escolha da 
cepa e estoque do parasita e análises comparativas 
 

A cepa padrão selecionada para os ensaios fenotípicos foi a  Y, a escolha se deu 

pela facilidade de cultivo com um ciclo consistente e bem estabelecido, possuindo picos 

constantes de saída de tripomastigotas seis e sete dias após a infecção dos frascos de 

LLC-MK2. O rendimento relativamente elevado na saída de tripomastigotas (na média de 

7,0x106 tripomastigotas/mL no frasco de cultura T175), em relação às demais cepas, 
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apontou como uma vantagem na triagem de bibliotecas maiores (sem precisar expandir 

exaustivamente a cultura). Além disso, a cepa Y apresenta alta infectividade in vitro, o 

que faz com que o ensaio de triagem seja mais robusto, ou seja, com menos variabilidade 

entre os experimentos e com uma diferença satisfatória do sinal de detecção nos 

controles positivo e negativo. O critério para a escolha da densidade ideal de 3,5x105 

(protocolo de 72 h) e 2,8x105 (protocolo de 96 h) tripomastigotas/mL fundamentou-se na 

obtenção, ao final de quatro ou cinco dias após a infecção, dos poços do controle negativo 

com elevadas taxas de infecção (IR) sem causar, em contrapartida, excessiva lise celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

76 

 

 

 

 

 



 

 
 

77 

Figura 11. (Página anterior) Teste com diferentes linhagens de célula hospedeira. Imagens 
representativas de poços de controle negativo provenientes de linhagens celulares distintas infectadas com 
a cepa Y (estoque 1) de T. cruzi: A) U2OS; B) LLC-MK2; C) THP-1; D) L6. Análises quantitativas revelam 
diferenças estatísticas entre parâmetros da: E) Taxa de infecção média (eixo Y); F) Número médio de 
amastigotas por célula infectada (eixo Y); G) Número total de células (eixo Y). Escala: 50 µm. ns: indica que 
não houve diferença estatisticamente significativa (p< 0,001).   
 
 

 
Figura 12. Diferença no perfil de infecção dos estoques 1 e 2 da cepa Y na célula U2OS em uma 
mesma microplaca de 384 poços. Parte superior mostra imagens representativas de poços com as 
células contendo parasitas dos estoques 1 e 2 da cepa Y após 96 h de infecção. Abaixo a nítida diferença 
nas densidades de taxa de infecção entre os estoques distribuídos na mesma microplaca de ensaio, 
mostrada em função de diferentes tonalidades de cores.  
 

Avaliamos também qual dos dois estoques da cepa Y era mais adequado para o 

ensaio de alta vazão: o estoque 1 ou o 2. Os dois estoques apresentaram divergências 

em aspectos variados do ensaio: a densidade ideal para a Y (estoque 2) foi de 1,4x106 

tripomastigotas/mL, enquanto para a Y (estoque 1) foi de 2,8x105 tripomastigotas/mL; 
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além disso a taxa de infecção e a taxa de replicação do estoque 1 foi estatisticamente 

mais elevada nas microplacas de ensaio - mesmo utilizando uma densidade mais 

reduzida –, enquanto os parasitas do estoque 2 apresentaram um padrão de IR mais 

baixo (figura 12), além de apresentar uma variabilidade maior entre os diferentes dias de 

infecção nas microplacas, como oscilação nas taxas de infecção e número de parasitas 

intracelulares entre as replicatas. Também foram constatadas diferenças em relação a 

susceptibilidade ao benznidazol entre os dois estoques da cepa Y, sendo que o estoque 

1 mostrou-se mais susceptível a ação deste composto referência (EC50 para o estoque 

1: ~1,5 µM; EC50 para o estoque 2: ~20 µM.  Foi decidido utilizar os parasitas do estoque 

1 para screening de bibliotecas maiores (como a MNHN), devido ao seu perfil de infecção 

mais alto e homogêneo – além de ser sensível ao BZL. Já os parasitas do estoque 2 

foram utilizados para gerar o clone H10 (Y clH10), que foi utilizado nas triagens da 

biblioteca LOPAC e Pathogen Box e nos ensaios do estudo de resistência ao 

ravuconazol.   

 

4.1.4. Avaliação da reprodutibilidade do ensaio de alto conteúdo 
 

Após definidos os parâmetros biológicos do protocolo de triagem, a 

reprodutibilidade do ensaio foi medida ao avaliar curvas dose-resposta do composto 

benznidazol sobre a cepa Y (estoque 1) provenientes de cinco experimentos 

independentes, realizados seguindo o protocolo de 72 h. O valor médio de EC50 obtido 

foi de 1,65 µM (± 0,19) e o perfil coincidente das curvas confirmaram a consistência do 

ensaio (figura 13).  
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Figura 13. Compilação de curvas de atividade normalizada do composto referência benznidazol 
obtidas em diferentes dias de ensaio com a cepa Y de T. cruzi (estoque 1) infectando a célula U2OS 
corroboram a robustez do ensaio proposto. Eixo Y: atividade normalizada (em %); eixo X: Log da 
concentração do composto, em molar. Legenda: DRCn indica a curva dose-resposta de cada experimento 
(diferentes rodadas em dias distintos); valores de EC50 obtidos a partir de interpolação dos valores da 
curva.  
 

4.1.5. Scale-up do protocolo triagem e avaliação 
 

A robustez do protocolo do ensaio foi verificada ao comparar parâmetros gerais 

dos controles negativos de dois ensaios realizados em pequena e média escala (2 e 12 

microplacas, respectivamente). O scale-up não afetou estatisticamente os principais 

fatores do ensaio, como a média da taxa de infecção, número médio de parasitas/célula 

e fator Z’ médio; todavia a média do número total de células foi significativamente 

reduzida no experimento em maior escala (tabela 7), possivelmente devido à 

sensibilidade supramencionada da célula U2OS. Mesmo havendo uma redução na média 

do número geral de células hospedeiras entre os dois ensaios, a variação deste 

parâmetro (e dos demais avaliados) entre as microplacas do mesmo experimento foi 
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mínima. Mesmo assim se decidiu testar no máximo dez placas por rodada de experimento 

(incluindo controles), a fim de evitar grande variabilidade nos resultados finais. Após a 

conclusão dessa etapa de scale-up, este protocolo de triagem foi validado e começou a 

ser empregado no screening de bibliotecas. Um processo semelhante de validação foi 

empregado para o protocolo de 96 h, mas como se trata de um ensaio que apresenta 

menor variabilidade, compostos e bibliotecas menores já eram testados durante o 

processo de validação.  

 
Tabela 7. Avaliação do aumento de escala sobre os principais fatores do ensaio de T. cruzi 

Escala 
Taxa de Infecção 

(%) 
Número de 
Células † 

Número de 
amastigotas/ célula 

Z´ 

2 placas 65,4 ± 7,9 1.173 ± 230 5,3 ± 1,5 0,70 ± 0,03 

12 
placas 

69,2 ± 8,1 871 ± 112 6,9 ± 1,7 0,68 ± 0,05 

Dados referentes a médias dos controles negativos de cada placa ± desvio padrão após 96 h após 
adicionar o parasita. † dados significativamente diferentes (p < 0,05). 
 

4.1.6. Padronização e validação do ensaio de alto conteúdo para diferentes 
cepas de T. cruzi  
 

Conforme já descrito, as diferentes cepas de T. cruzi apresentam grande 

variabilidade fenotípica em termos de infectividade in vitro (isto é, capacidade de 

reconhecer e infectar e células hospedeiras) e de crescimento (taxas de replicação 

intracelular) (35). Esta variabilidade pode ser conferida numa análise multiparamétrica da 

infecção in vitro (controles negativos – células infectadas não tratadas - e positivos – 

células não-infectadas) mostrados na tabela 6 e na figura 14. Algumas cepas (Y, Sylvio 

X10/1) são altamente infectivas, com taxas de infecção superiores a 80% (nas condições 

testadas: protocolo de 96 h) e os números relativamente mais elevados de amastigotas 

intracelulares; por conseguinte estas cepas têm efeitos citopáticos mais pronunciados 

contra células hospedeiras, o que leva a uma redução na população nos poços de 

controle negativo. As cepas também exibem taxas variáveis de crescimento intracelular 
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(baseado em nossas observações em cultura in vitro), que, combinadas com o grau 

distinto de infectividade, podem influenciar na resposta a compostos, embora esta 

possibilidade ainda não tenha sido completamente explorada. 

O ensaio proposto com as diferentes cepas de T. cruzi envolve ao menos um 

membro dos DTUs TcI – TcV e dois membros do TcVI (tabela 3). O protocolo do 

screening de compostos adaptado contra as diversas cepas de T. cruzi foi baseado no 

ensaio padronizado por nosso grupo para estudar e comparar o perfil de atividade dos 

compostos clássicos nitroheterocíclicos em relação aos inibidores da TcCYP51 contra 

um painel heterogêneo de cepas (206); algumas modificações foram realizadas nesta 

versão experimental:  

 

• Com o intuito de uniformizar o tempo de exposição de 96 h dos compostos 

testados contra todas as linhagens de T. cruzi utilizadas no ensaio, a cepa 

representante do TcI Sylvio X1/10 foi escolhida para substituir a Dm28c 

(padronizada antes para um tempo total de incubação com compostos mais 

reduzido, de 72 h); 

 

• As densidades para as cepas Sylvio X1/10 e Tula cl2 foram definidas 

empiricamente no esquema do ensaio (diversas densidades foram testadas no 

modelo de infecção e aquelas que geraram resultados mais homogêneos e 

consistentes no final do ensaio foram selecionadas), enquanto para as demais 

cepas foram utilizadas densidades previamente padronizadas em nosso grupo;  

 

• A escolha das densidades ideais para cada cepa em particular considerou 

as condições do sistema 120 h após a infecção, observando os parâmetros:  taxa 

de infecção, número médio de parasitas/célula hospedeira e número total de 

células hospedeiras U2OS para cada cepa; 

  

• Ajustes finos nos blocos de análise do software Harmony foram feitos para 

cada cepa em particular, principalmente na etapa de Find spots. Os padrões de 
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tamanho e contraste mínimos e espaçamento entre os picos de intensidade de 

sinal dos spots variavam de acordo com a cepa, já que cada representante 

genotípico parece possuir um perfil distinto de replicação e diferenciação 

intracelular;  

 

• A padronização final para cada cepa foi definida quando a taxa de infecção 

média era suficientemente distinta entre os controles positivo e negativo, com 

variações mínimas na microplaca de ensaio, resultando em um fator de qualidade 

Z’ > 0,3 – também foi avaliada a variação do ensaio entre dias distintos de 

experimento. 

 
Tabela 8. Dados multiparamétricos do perfil do ensaio com cepas distintas do T. cruzi. 
Cepas  DTU Taxa de Infecção 

(%) 
Número total de 

células 
hospedeiras 

Número de amastigotas/ 
célula infectada 

Sylvio 
X10/1 

I 83 ± 12,0 585 ± 162,8 20 ± 4,2 

Y II 76 ± 2,0 535 ± 18,7 7 ± 0,02 

ARMA13 
cl1 

III 45 ± 7,0 802 ± 30,5 6 ± 0,16 

ERA cl2 IV 42 ± 3,0 1021 ± 45 2 ± 0,03 

92-80 cl2 V 31 ± 1,0 1590 ± 34,6 2 ± 0,08 

Tula cl2 VI 41 ± 7,0 1034 ± 122 8 ± 1,7 

CL 
Brener 

VI 26 ± 2,0 1387 ± 1,0 3 ± 0,04 

Dados referem-se a média ± desvio padrão de parâmetros obtidos nos controles negativos de dois 
experimentos independentes.    
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Figura 14. Variação no padrão de infecção das diferentes cepas de T. cruzi. Os gráficos indicam a 
variação da taxa de infecção (gráfico à esquerda: razão proporcional entre o número células infectadas 
pelo número de células totais) e do número médio de amastigotas por célula infectada (gráfico à direita), 
ambos no eixo Y. Os dados foram obtidos dos controles negativo (C-, barras pretas) e positivo (C+, barras 
cinzas) das placas de ensaio das diferentes cepas de T. cruzi (eixo X). Barras de erro indicam desvio 
padrão entre os dois experimentos independentes.     
 

Após a padronização, com intuito de validar o ensaio proposto contra o painel de 

cepas, compostos referência foram testados contra os representantes de cada DTU. 

Foram escolhidos três compostos nitroheterocíclicos (benznidazol, nifurtimox e sulfona 

de fexinidazol) e quatro inibidores da via de biossíntese de ergosterol (posaconazol, 

ravuconazol, BS1246 e BS0967), reproduzindo resultados semelhantes aos publicados 

anteriormente por nosso grupo (206); foram constatadas algumas discrepâncias entre 

valores de potência e eficácia dos dados mostrados aqui e os publicados anteriormente, 

provavelmente devido ao processamentos de imagens distintos e variabilidade inerente 

de cada cepa em cultura. De maneira geral, os compostos nitroheterocíclicos foram mais 

eficazes (com maiores valores de atividade máxima) e relativamente potentes em todas 

as cepas testadas, exceto pelo valor de EC50 > 10 µM da sulfona de fexinidazol calculado 

para Sylvio X10/1. Ao passo que os inibidores de CYP51, tanto azólicos como não-

azólicos, foram mais potentes do que os nitroheterocíclicos em algumas cepas (Sylvio 

X10/1, Y, ARMA13 cl1, 92.80 cl2), porém com eficácia relativamente baixa (exceto para 
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a cepa Y), apresentando, enfim, inconstância na atividade contra o painel de cepas 

(Tabela 8). Conforme já discutido no artigo publicado por nós (206), vale ressaltar a 

importância de testar os compostos anti-T.cruzi em desenvolvimento contra um painel de 

cepas representativas, a fim de verificar a o espectro de atividade destes candidatos, no 

ponto de vista da potência e eficácia (222).   

 
Tabela 9 Valores de atividade de compostos referência contra painel de cepa de T. cruzi. Dados 
referem a valor médio de EC50, em micromolar e atividade máxima – entre parênteses – em %. 

Compostos Sylvio 
X10/1 Y ARMA13 

cl1 
ERA  
cl2 

92-80 
cl2 CL Brener 

Benznidazol 2,7 
(100) 

2,9 
(93) 

3,0        
(98) 

3,0    
(102) 

1,6  
(112) 

0,48           
(111) 

Nifurtimox 3,9   
(96) 

0,22 
(94) 

1,00         
(102) 

0,79    
(98) 

0,43  
(103) 

0,17           
(108) 

BS1246 0,06 
(82) 

0,03 
(106) 

0,03      
(70) 

ND     
(37) 

0,26  
(54) 

0,04           
(87) 

BS0967 0,06 
(73) 

0,02 
(109) 

0,05      
(73) 

1,1      
(61) 

0,06  
(83) 

0,03           
(88) 

Sulf. de 
fexinidazol 

16,0  
(100) 

3,05 
(87) 

1,90          
(125) 

4,7    
(102) 

3,8   
(104) 

1,2             
(106) 

Posaconazol 0,003 
(73) 

0,002 
(91) 

0,05           
(71) 

0,06     
(60) 

0,01   
(65) 

0,02              
(86) 

Ravuconazol 0,001 
(89) 

0,04 
(102) 

0,002       
(66) 

ND     
(26) 

0,02 
(53) NT 

ND indica que o valor não foi gerado a partir dos cálculos. NT indica que o composto não foi testado na 
respectiva cepa. Dados referem-se a valores médios de três experimentos independentes para Sylvio 
X10/1, Y e 92.80 e de dois experimentos independentes para as demais cepas. 
 

4.2. Teste dos compostos leads do DNDi contra o painel de cepas de T. 
cruzi 
 

Posteriormente à validação do ensaio, foram triados, utilizando este protocolo 

contra o painel de cepas de T. cruzi, 10 compostos (A – J) originados do programa de 

otimização de leads do DNDi. Estes compostos já obtiveram êxito em testes in vitro e 

foram quimicamente otimizados com foco na atividade anti-T.cruzi (um processo do 
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desenvolvimento de fármacos conhecido pelo termo em inglês hit-to-lead optimization). 

Os compostos foram enviados para teste contra o painel de cepas in vitro com a intenção 

de verificar se há um amplo espectro de ação dos mesmos, conforme preconiza o perfil 

de produto alvo para doença de Chagas, elaborado pelo próprio DNDi. Os resultados 

deste teste, juntamente com dados de outros colaboradores da organização, servirão de 

base para priorizar aqueles leads que podem avançar no processo de desenvolvimento, 

passando para testes in vivo e estudos de farmacocinética e farmacodinâmica (227). Os 

nomes, classes e estruturas químicas dos compostos leads foram omitidos por uma 

questão de propriedade intelectual.   

O perfil de atividade de cada composto foi traçado e comparado com o do 

composto referência benznidazol (figura 15). Conforme esperado, o benznidazol foi 

eficaz contra todas as cepas triadas, atingindo uma atividade máxima de ao menos 95% 

e valores consistentes de EC50 na faixa decimal da concentração micromolar (figura 16). 

Dentre os leads testados, os compostos B e J exibiram o melhor perfil de atividade contra 

o painel de cepas e foram superiores ao benznidazol, tanto em termos de potência, com 

valores de EC50 variando entre 0,1 e 0,7 µM, quanto eficácia, atingindo atividade de 100% 

contra todas as cepas testadas. Os demais leads testados mostraram-se, em média, com 

potência superior ao benznidazol, com exceção do composto G, cujo valor de EC50 variou 

de 3 a 15 µM entre as cepas (figura 16).  
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Figura 15. (Página anterior) Atividade anti-T. cruzi de compostos lead contra o painel de cepas. 
Atividade normalizada dos compostos benznidazol, A, B, C, D, E, F, G, H, I e J estão representadas nos 
gráficos. O eixo X indica o Log da concentração dos compostos (em molar), enquanto o eixo Y indica os 
valores de atividade normalizada (em %) contra o painel filogenético de cepas de T. cruzi, aqui representas 
por diferentes cores das curvas: Sylvio X10/1 (roxo); Y (preto), ARMA13 cl1 (verde), ERA cl2 (azul), 92-80 
cl2 (laranja), Tula cl2 (vermelho) e CL Brener (cinza). Pontos indicam valores médios de dois experimentos 
independentes. 
 

A maioria dos compostos foi eficaz contra a maior parte (mas não todas) as cepas 

testadas – já os compostos C, D, E e H exibiram eficácia moderada (e relativamente 

variável) contra o painel de cepas. Aparentemente, a correlação estabelecida para os 

compostos nitroheterocíclicos entre infectividade e replicação da cepa com a menor 

atividade dos compostos pode ser constatada no perfil destes compostos leads. Os 

resultados plotados na figura 17 permitem visualizar não só o perfil geral de uma série 

de compostos contra o painel de cepas, em termos de potência e eficácia, como também 

indica o padrão de variabilidade da resposta destes compostos (representado pelas 

barras de desvio dos pontos); neste caso o composto referência benznidazol ainda se 

mostrou mais consolidado em relação a sua atividade contra as cepas (menor desvio 

padrão em relação aos demais compostos). 
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Figura 16. (Página anterior) Perfil geral da atividade dos compostos (potência e eficácia) frente 
ao painel de cepas de T. cruzi. Compostos estão identificados no eixo X. Os valores médios de 
potência e eficácia de cada composto contra as cepas distintas estão plotados no gráfico: a potência 
está expressa pelo Log EC50s, em molar (pontos azuis – eixo Y esquerdo), enquanto a eficácia está 
representada pelos valores médios da atividade máxima dos compostos (Max. Act., em %, pontos 
vermelhos, eixo Y direito). Barras indicam o desvio padrão da média calculada a partir de todas as 
cepas testadas. A linha segmentada azul marca o valor de 1 µM no eixo Y esquerdo (EC50), e a linha 
segmentada vermelha marca o valor de 100% (atividade). Dados obtidos de dois experimentos 
independentes para todas as cepas testadas. 
 

4.3. Screening da biblioteca MNHN 
4.3.1. Triagem primária e seleção de compostos hits 
 

Após a padronização do ensaio, uma biblioteca contendo 1.604 amostras (1.476 

compostos puros e 164 extratos naturais) foi triada com intuito de validar os protocolos 

de screening desenvolvidos e buscar candidatos com atividade anti-T.cruzi em potencial. 

As amostras da biblioteca MNHN foram triadas seguindo o protocolo de 72 h, sendo que 

todas as oito microplacas utilizadas (6 de ensaio + 2 de controle) foram consideradas 

aprovadas segundo nosso critério de qualidade (Z’ ≥ 0,5); a média do fator Z’ obtida na 

triagem foi de 0,7 ± 0,04.  

Com base nos valores de taxa celular do screening, de todas as amostras triadas, 

apenas 7,7% aparentaram ser tóxicas para a célula hospedeira, apresentando toxicidade 

superior a 50% (com base na redução da taxa celular – razão entre número de células 

no poço tratado e a média das células do controle negativo, células infectadas não-

tratadas), nas concentrações testadas de 10 µg/mL (extratos) e 1,0 µg/mL (sintéticos) 

(figura 17).  
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Figura 17. Triagem da biblioteca de compostos MNHN contra T. cruzi. Correlação entre taxa celular 
(eixo Y) e atividade normalizada (em %, eixo X). pontos azuis representam poços do controle negativo 
(DMSO 1%), pontos de cor magenta indicam poços de controle negativo sem o veículo DMSO (PBS 1%), 
pontos vermelhos indicam os poços do controle positivo tratados com benznidazol a 400 µM (EC100), 
pontos amarelos representam poços do controle positivo contendo células não infectadas (NI), pontos 
verdes indicam os poços contendo as amostras selecionadas para triagem secundária (atividade 
aproximadamente 40% e taxa celular maior do que 0,5), demais amostras são representadas por pontos 
cinza.   
 

Os hits foram selecionados como sendo as oito amostras mais ativas, com 

atividade normalizada de aproximadamente 40%, exibindo, porém, uma toxicidade 

celular igual ou inferior a 50%. A amostra que mais se destacou na triagem primária foi 

a 0459, com atividade normalizada superior a 80%, apesar da redução de 

aproximadamente 40% da taxa celular (tabela 9). 

A inibição da infecção causada por estas amostras foi conferida através da 

inspeção visual das imagens geradas a partir de cada um dos poços testados. Nas 

imagens representativas de pelo menos quatro amostras (0459, 1238, 1409 e 1412), não 

foi possível detectar a presença de amastigotas intracelulares (figura 18).  

Todos os hits foram provenientes da porção de compostos puros da biblioteca (em 

sua maioria, compostos sintéticos), sendo que nenhuma amostra da extratoteca 

apresentou atividade satisfatória de inibição do T. cruzi. A seleção das amostras desta 

triagem resultou em uma taxa de hits de 0,48% (figura 17). Estes hits foram selecionados 

para teste em dose-resposta (ensaio confirmatório) no esquema do protocolo de 96 h. 
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Tabela 10. Dados dos hits selecionados no screening primário da biblioteca MNHN: atividade 
normalizada (%) e taxa celular. Amostras foram testadas em concentração única de 1,0 µg/mL. 

Amostra Atividade normalizada (%)  Taxa celular 

0290 39,6 0,55 

0302 39,6 0,76 

0303 37 0,77 

0459 84,4 0,61 

0638 45,8 0,99 

1238 45,4 0,53 

1409 60 0,84 

1412 38,7 0,94 

 

 
Figura 18. Imagens representativas dos poços contendo compostos hits da triagem da biblioteca 
MNHN. Imagens revelam que os compostos selecionados (0290, 0302, 0303, 0459, 0638, 1238, 1409 e 
1412) inibem parcial ou totalmente o crescimento de amastigotas intracelulares na concentração testada 
de 1,0 µg/mL (ou 3,8µM). Imagens dos poços dos controles negativo (PBS 1% e DMSO 1%) e positivo 
(não-infectado – NI) também estão representadas, além do poço tratado com benznidazol (BZL) a 1,0 
µg/mL. Escala: 25 µM.     
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4.3.2. Ensaio confirmatório  
 

O ensaio confirmatório permite a avaliação da atividade das amostras, em 

diferentes concentrações, sobre o sistema parasita-célula por um período mais longo 

(protocolo de 96 h), podendo trazer indícios de aumento da atividade (ou de perda de 

seletividade); ainda, o fato das amostras não serem introduzidas no sistema 

simultaneamente ao plaqueamento das células (célula de mamífero + parasitas, 

protocolo 1) permite avaliar a ação dos hits diretamente sobre os parasitas intracelulares, 

enquanto no esquema do ensaio primário as amostras poderiam agir exclusivamente 

sobre os mecanismos de invasão celular ou sobre a forma de tripomastigota, 

exclusivamente (detalhes dos protocolos nos esquemas 3 e 4 da seção 3.5.).  
Os valores de EC50, CC50 e atividade máxima dos hits foram calculados a partir 

das curvas sigmoide de 10 pontos formadas a partir dos dados de atividade normalizada 

e taxa celular do ensaio secundário (tabela 10).  
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Tabela 11. Dados do ensaio confirmatório dos hits da MNHN. valores de EC50 (em µg/mL), valores 
de CC50 (em µg/mL), atividade máxima (em %) e índice de seletividade. 

Amostra 
EC50, 

(µg/mL) 
CC50, 

(µg/mL)                                    
Atividade Máxima (%) 

Índice de 
Seletividad

e 

Benznidazol 0,9 ± 0,1** ND 102,5 > 111 

0290 0,5 ± 0,1 1,6* 78,6 3,1 

0302 0,8 ± 0,09 - 45 > 1,2 

0303 - - 26,6 - 

0459 - - 16,9 - 

0638 - - 22 
- 

1238 0,5 ± 0,01 0,7 ± 0,05 73 
1,4 

1409 0,07 ± 0,05 - 81 
> 14,3 

1412 1,0* - 49 
>1,0 

*Indica que o valor foi obtido em um único experimento. Demais dados referem-se a média de 2 
experimentos independentes ± desvio padrão. ** valor equivalente a 3,46 ± 0,4 µM.  
 Índice de Seletividade (SI): razão entre o valor de CC50 e o valor de EC50 (CC50/ EC50). Quando o valor de 
CC50 não é gerado através da interpolação com valores da curva, a concentração mais alta testada é 
utilizada para estimar o valor mínimo de SI: (Max [amostra] /EC50). Atividade máxima (em %, MA) refere-
se ao valor de atividade normalizada plotada no ponto mais alto da curva sigmoide dose-resposta. 
 

O critério de confirmação de hits foi estabelecido como: a apresentação de pelo 

menos um ponto da curva igual ou superior a 40% de atividade normalizada (tabela 10). 

Cinco amostras dos oito hits selecionados foram confirmadas segundo este critério 

(62,5% de confirmação de hits), das quais três apresentaram resultados eminentes, 

foram eles: 0290 (EC50: 0,52 µg/mL, MA: 78,63%); 1238 (EC50: 0,56 µg/mL, MA: 73,07%) 

e 1409 (EC50: 0,07 µg/mL, MA: 80,91%); os demais hits confirmados apresentaram MA 

baixo ou mediano. Curiosamente, a atividade da amostra 0459 não se confirmou (nem 

sequer foi obtido valor de EC50, já que a sua atividade antiparasitária máxima foi de 
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16,9%), embora tenha apresentado o maior valor de atividade normalizada no screening 

primário. Possivelmente esta discrepância deve estar associada ao fato da amostra agir 

sobre as etapas de entrada do tripomastigota na célula hospedeira (quer seja no processo 

de adesão, reconhecimento, invasão, formação do vacúolo parasitóforo ou 

diferenciação), impedindo a continuidade da infecção; estas etapas não são afetadas 

diretamente durante o ensaio confirmatório, seguindo o protocolo de 96 h (com exceção 

de reinfecções pós-lise das primeiras células invadidas); a amostra ainda pode ter exibido 

uma atividade acentuada contra a forma tripomastigota do parasita, eliminando os 

organismos infectantes antes mesmo da invasão das células hospedeiras. Esta 

explicação é conjectural e necessita de estudos direcionados para melhor 

esclarecimento. Deste modo, é extremamente relevante discutir a possibilidade de 

interferência que um dado protocolo pode causar na seleção de compostos; deve-se 

ponderar se a praticidade metodológica adotada não afeta diretamente a seleção de 

amostras, elevando a quantidade de falsos-positivos ou deixando de selecionar 

compostos com potencial. Diante do exposto, decidiu-se trabalhar sempre com o 

protocolo 1 (96 h de exposição aos compostos).   
 

4.3.3. O composto hit MNHN-1409: um análogo da auraquina D 
 

O hit 1409 é uma molécula derivada do composto natural auraquina D. Isoladas 

originalmente de culturas de mixobactéria Stigmatella aurantiaca, as auraquinas formam 

uma classe química de alcaloides quinolínicos isoprenóides, caracterizada pelo grupo 

quinolínico substituído na posição 3 ou 4 por uma cadeia fernesil (228).  Algumas 

auraquinas foram descritas com atividade inibitória contra bactérias gram-positivas, 

algumas espécies de fungos, e contra os protozoários P. falciparum e T. brucei 

gambiense (228–230). O mecanismo de ação destes compostos está associado à 

inibição da cadeia respiratória, agindo, por exemplo, sobre as oxidases bacterianas 

citocromo bd e bo de Escherichia coli e Mycobacterium smegmatis (231,232); a auraquina 

D mimetiza o ubiquinol, uma coenzima que atua como carreador de elétrons na 

membrana mitocondrial interna. Além do composto 1409, o hit 1412 também é uma 

auraquina, porém sua atividade foi considerada modesta nos ensaios confirmatórios; 
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ainda assim, levando em conta o enriquecimento dessa classe química na seleção dos 

hits desta biblioteca, decidimos localizar e testar as demais auraquinas presentes na 

biblioteca MNHN (e que não foram selecionadas como hits) e testá-las em dose resposta 

no ensaio de 96 h contra T. cruzi a fim de comparar os resultados com a 1409. Dos 12 

compostos testados, a 1409 foi a única que apresentou novamente atividade satisfatória 

contra o amastigota de T. cruzi; as demais amostras apresentaram pouca (MA < 30%) ou 

nenhuma atividade nas concentrações testadas, inclusive o 1412 (MA < 10%) (tabela 
11). Apesar de alguns estudos mostrarem toxicidade das auraquinas contra células 

humanas in vitro (228,230), não encontramos valores preditivos significativos para os 

análogos testados, com exceção do 1415 (taxa celular < 0,5); entretanto, estudos 

complementares devem ser realizados utilizando soluções mais concentradas destas 

amostras.  

Curiosamente, o composto natural auraquina D (MNHN-1415) apresentou uma 

atividade relativamente baixa contra T. cruzi no screening primário (MA = 28%) quando 

comparada com a de seu análogo 1409 (MA = 60%), contrastando com a potência quatro 

vezes superior da auraquina D em relação a detectada no análogo 1409 em ensaios in 

vitro contra T. brucei (228). Esse fato pode estar associado com a estrutura química da 

1409, podendo promover maior afinidade com na interação com a molécula alvo ou 

favorecer a ação sobre outras estruturas de T. cruzi ou da célula hospedeira (ação off-

target).  
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Tabela 12. Dados referentes aos testes com compostos análogos de auraquina D. Estruturas 
químicas enviadas pelos fornecedores da biblioteca valores de atividade normalizada (em %) e taxa 
celular extraídos da triagem primária; valores de EC50 (em µg/mL) resultantes do teste em dose-
resposta.   

Compostos 
análogos a 

auraquina D 
Estrutura química 

Screening primário 
Teste em 

dose 
resposta    

(96 h) 

Atividade 
normalizada 

(%) 
Taxa 

celular 
EC50     

(µg/mL) 

0472  1,6 0,61 ND 

1391  -25 0,60 ND 

1402  -21,7 0,77 ND 

1412  38,7 0,93 ND 

1393  -28,5 0,59 ND 

1423  18,7 0,84 ND 
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Tabela 11. Continuação. 

Compostos 
análogos a 

auraquina D 
Estrutura química 

Screening primário 
Teste em 

dose 
resposta    

(96 h) 

Atividade 
normalizada 

(%) 
Taxa 

celular 
EC50     

(µg/mL) 

1395 
 

30 0,79 ND 

1396 

 

-14,5 0,75 ND 

1406 

 

-11 0,76 ND 

1415 
 

27,8 0,46 ND 

1407 
 

-16,6 0,76 ND 

1409 
 

60 0,84 0,10 ± 0,01 

ND indica que não foi possível gerar o valor a partir dos cálculos de interpolação  
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4.3.4. Estudo preliminar da relação estrutura atividade dos análogos de 
auraquina D 
 

 Com as estruturas químicas dos análogos da auraquina D disponíveis, realizamos 

um estudo simplificado de relação estrutura atividade a partir dos dados da triagem. 

Conforme mostrado no esquema 5, substituições nas cadeias e nos anéis do grupo 

quinolínico da auraquina D natural afetam a atividade contra T. cruzi. Os ganhos de 

atividade mais significativos parecem estar mais associados com a alteração nos 

comprimentos das cadeias substituídas do que em relação ao anel aromático, tanto 

substituições de cadeia com comprimento maior (MNHN-1412, + 11%, esquema 5E) 

como menor (MNHN-1409, + 32%, esquema 5D) resultaram em um ganho significativo 

na atividade dos análogos, sendo estes os análogos selecionados como compostos hits. 

A substituição pela cadeia geranil (2,6-dimetilocta-2,6-dieno) foi a que gerou o aumento 

mais substancial da atividade em relação a auriquina D, tendo mais do que o dobro de 

eficácia. Já as modificações nos ciclos aromáticos do grupo quinolínico trouxeram pouco 

ganho (MNHN-1395, +2%, esquema 5B) ou até perda de atividade (MNHN-1423, -9%, 

esquema 5C), quando comparados com o perfil da molécula natura (MNHN-1415, 

esquema 5A). Os dados de atividade dos demais compostos apresentados na tabela 12 
corroboram a hipótese do aumento da atividade associada a substituições de cadeias na 

posição 2 do anel quinolínico.   

 Alterações como a inclusão da fenila conjugada na estrutura 1395 (esquema 5B) 

pode aumentar a hidrofobicidade e provocar modificações da ressonância eletrônica. A 

ressonância do farmacóforo também é afetada nas modificações realizadas nas 

estruturas 1423 (grupo 1,3 dioxolo, esquema 5C) e 1412 (hidroxila, esquema 5E). Os 

grupos hidroxila e dioxolo, presentes respectivamente em 1412 e 1423, são considerados 

aceptores de ligações de hidrogênio, tendendo ao aumento de interações hidrofílicas das 

amostras. A mudança da cadeia carbônica insaturada para alquílica na estrutura do 1412 

(esquema 5E), tende a aumentar a flexibilidade conformacional e a lipofilicidade da 

molécula, o que pode influenciar na permeabilidade deste composto em membranas 

proteicas e interações hidrofóbicas com enzimas. Com exceção da superioridade do 

análogo geranil (1409) em relação a auraquina D natural (1415), os dados de relação 
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estrutura atividade são compatíveis com a tendência observada em outros testes 

antiparasitários (228). Estudos adicionais são requeridos para elucidar mais 

detalhadamente o motivo do aumento da atividade das alterações nas cadeias destes 

compostos análogos.    

Uma publicação recente ressaltou que diversos análogos de auraquina D foram 

sintetizados após a descoberta dos efeitos anti-T. brucei, no entanto nenhum desses 

compostos derivados apresentou atividade superior ao da molécula natural para 

prosseguiu no processo de desenvolvimento do composto  (233). Portanto, a descoberta 

da atividade da 1409, um análogo da auraquina D, contra T. cruzi apresenta uma 

contribuição inédita importante na exploração desta classe de compostos contra 

tripanossomatídeos. Estudos mais profundados serão feitos utilizando concentrações 

maiores do composto, visando elucidar a ação sobre a atividade mitocondrial de T. cruzi 

e seletividade sobre atividade em células humanas.    
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Esquema 5. (Página anterior) Aparente relação estrutura atividade (SAR) traçada a partir 
da estrutura da auraquina D natural, de seus compostos derivados e suas relativas 
atividades anti-T.cruzi. A. Estrutura química da auraquina D natural (MNHN-1415), 
caracterizada pelo grupo quinolínico e a cadeia insaturada (3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil) 
na posição 3 do farmacóforo, atividade de ~28% foi detectada na triagem primária da biblioteca 
MNHN; B. estrutura da MNHN-1395, mantém a cadeia carbônica ramificada insaturada na 
posição 3 do farmacóforo e inclusão de fenila conjugada na posição 6 do grupo quinolínico, 
atividade de ~30%; C. estrutura da MNHN-1423, mantém a cadeia carbônica ramificada 
insaturada na posição 3 do farmacóforo e inclusão de grupo 1,3 dioxolano conjugado na posição 
7 do grupo quinolínico, atividade de 19%; D. estrutura da MNHN-1409, substituída com uma 
cadeia geranil (em destaque na caixa vermelha), atividade de ~ 60%; E. estrutura da MNHN-
1412, a cadeia carbônica ramificada insaturada na posição 3 do farmacóforo foi substituída por 
uma cadeia alquila não ramificada (n-dodecano) e inclusão de hidroxila na amina secundária do 
grupo quinolínico, atividade de 40%. Valores de atividade destacados nos análogos referem-se 
ao ganho ou perda de atividade, em relação a atividade obtida com o composto natural A.  
 
 
Parte II: Comparação de diferentes cepas de T. cruzi e linhagens células 
hospedeiras e nos ensaios de alto conteúdo: triagem das bibliotecas LOPAC 
e Pathogen Box  
 

4.4. Influência de diferentes células hospedeiras HCS: triagem da biblioteca 
LOPAC 
4.4.1 Escolha das células e avaliações multiparamétricas dos diferentes 
sistemas parasita-célula hospedeira no ensaio de alto conteúdo 
 

Quatro linhagens celulares de mamífero foram infectadas com T. cruzi (YclH10) e 

submetidas à triagem da mesma biblioteca de compostos farmacologicamente ativos 

(biblioteca LOPAC) a fim de verificar o impacto do uso de células hospedeiras distintas 

na seleção de compostos em triagens de alto conteúdo contra T. cruzi e, selecionar 

compostos com atividade mais ampla sobre as diferentes linhagens infectadas. As 

linhagens celulares utilizadas foram U2OS, THP-1, VERO e L6; essas linhagens foram 

escolhidas com base na aplicabilidade em ensaios baseados em imagens. Conforme 

descrito na parte I, padronizamos o ensaio de alto conteúdo para diversas células 

hospedeiras, apesar de termos selecionado a U2OS como célula hospedeira padrão 
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pelas características já discutidas anteriormente. Em termos de cultura in vitro, todas as 

linhagens celulares foram ajustadas às condições de cultura básica de THP-1 - porque 

as modificações no protocolo de cultura THP-1 seriam mais críticas para o desempenho 

do ensaio com estas células. O meio de cultura RPMI com 20% de concentração de FBS 

foi utilizado para todas as células hospedeiras de mamíferos. Como o estudo focou na 

variação da infecção e susceptibilidade aos compostos das diferentes células 

hospedeiras, utilizou-se um clone de cepa Y (gerado por diluição limitante, clH10), 

minimizando assim a variação de padrão de infecção recorrente em população não-

clonal de parasitas cultivados in vitro.  

Diferentes densidades celulares foram testadas para cada linhagem celular 

(dados não mostrados) para obter a confluência ideal após 120 h de infecção parasitária. 

No entanto, o tempo distinto de duplicação de células e a resposta variável à progressão 

da infecção renderam um número de células final dissimilar em cada sistema celular 

hospedeiro, variando de 550 células no sistema THP-1 para 2.852 em VERO, enquanto 

valores intermediários de 1.145 e 2.202 células foram obtidos para U2OS e L6, 

respectivamente (tabela 12). Uma imagem típica de cada sistema de célula hospedeira 

infectada após a padronização é mostrada na figura 19. Apesar do número total de 

células entre as linhagens VERO e L6 serem próximas, e considerando que foram 

infectadas sob o mesmo MOI (densidade de tripomastigotas adicionados pelo número 

de célula hospedeira semeada), a média da taxa de infecção (IR) para VERO (34,6%) 

foi pelo menos 60% inferior à calculada para L6 (84,9%). Os padrões de infecção ficam 

ainda mais díspares se o índice de infectividade (IIF, taxa de infecção normalizada em 

função do MOI utilizado) for avaliado; o sistema da célula THP-1-parasita ranqueou o IIF 

mais alto (19,1), já que mesmo sob um MOI reduzido atingiu parâmetros de infecção 

mais elevados em relação aos demais sistemas, proporcionalmente (tabela 12). Outra 

diferença explícita pode ser detectada para o número de parasitas/célula infectada, pois 

o resultado para linhagem L6 (13,3) é mais do que 7 vezes o número atingido pelas 

células VERO (1,8); o valor associado a THP-1 também foi relativamente alto (12,6), 

enquanto uma razão moderada pode ser observada para células U2OS (5,24). 

Resultados semelhantes são observados para o número total de amastigotas no poço, 

no entanto, o número para THP-1 é significativamente menor como consequência do 
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menor número total de células hospedeiras em comparação com as demais linhagens 

(tabela 12). A variabilidade intrínseca do sistema e as particularidades da linhagem 

celular - como diferentes tempos de duplicação, sensibilidade distinta à infecção por 

parasita/exposição ao DMSO – estão envolvidas na heterogeneidade dos ensaios de alto 

conteúdo com as diferentes células hospedeiras. A discrepância no número total de 

células, muito reduzido da linhagem THP-1 (550 células) em relação às outras linhagens 

celulares (~ 2.850 células na VERO) se dá, principalmente, porque as linhagens de 

células monocíticas, como a THP-1, param de replicar depois da diferenciação em 

células tipo macrófagos (234), enquanto as demais células utilizadas, como a VERO, se 

dividem aproximadamente a cada 24 h (235). As outras linhagens replicativas, U2OS e 

L6, também apresentaram número total de células relativamente menor, quando 

comparadas às células VERO, provavelmente devido a efeitos lesivos causados pelas 

maiores taxas de infecção, quando comparados com os controles não infectados (NI, 

dados não mostrados). 

Um procedimento de aquisição padrão de quatro imagens/poço foi usado para 

este ensaio (para efeito comparativo). Como a entrada de células de T. cruzi nas células 

THP-1 diferenciadas deve ocorrer tanto passivamente (fagocitose do parasita) quanto 

ativamente (invasão de células THP-1 por tripomastigotas), o MOI usado para esta 

linhagem foi de 1/5 da relação usada para as outras linhagens celulares, ainda assim, a 

THP-1 produziu um IIF superior. Além disso, a cepa Y de T. cruzi é classificada como 

altamente macrofagotrópica em vez de miotrópica (33–35). Portanto, a invasão in vitro 

de uma célula semelhante a um macrófago por esta cepa poderia ser favorecida em 

comparação com as outras linhagens. Além da heterogeneidade observada no padrão 

de infecção entre as células hospedeiras, a variabilidade intrínseca de cada linhagem no 

ensaio de alto conteúdo (ou seja, o desvio dentro da placa de 384 poços) é um parâmetro 

essencial a ser avaliado em protocolos de triagem de alto conteúdo.  
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Tabela 13. Parâmetros gerais de screening de alto conteúdo produzidos pela infecção por cepa de 
Y de T. cruzi com diferentes linhagens de células hospedeiras. 

  
MOI 

 
IR [%]* 

Número 
de células 

 
Parasita/célula 

inf. 

 
Número de 

amastigotas 
 

Z’ 

U2OS 20 51,6 ± 2,8 (2,6) 1.145 ± 130 5,24 ± 0,74 6.053 ± 574 0.5 

THP-
1 

4 76,5 ± 3,7 (19,1) 550 ± 15 12,6 ± 1,10 4.131 ± 638 0.7 

VERO 20 34.,6 ± 4 (1,7) 2.852 ± 72 1,83 ± 0,40 5.191 ± 951 0.4 

L6 20 85 ± 3,3 (4,2) 2.202 ± 212 13,3 ± 0,41 13.970 ± 1.415 0.8 

*IR: taxa de infecção; entre parênteses está indicado o índice de infectividade (IIF): porcentagem de células 
infectadas/MOI. Valores indicam média ± desvio padrão de experimentos realizados em quadruplicata. 
 

Os heatmaps revelam a variabilidade da IR e do número de células em cada 

linhagem celular infectada ao longo de toda a placa de 384 poços, tratadas apenas com 

DMSO 1% (colunas e linhas das extremidades não foram utilizadas) (figura 19). Os 

valores de IR mais consistente e o mais variável foram atribuídos a L6 (CV: 0,07) e VERO 

(CV: 0,18), respectivamente; observou-se a tendência inversa em relação a variação do 

número de células, uma vez que a menor variação foi gerada pela VERO (CV: 0,07) e a 

mais alta para L6 (CV: 0,12).  

Sabendo que o fator Z’, que avalia a qualidade dos ensaios de screening, depende 

essencialmente das diferenças médias entre valores dos controles positivos e negativos 

e da variabilidade dentro de cada um dos controles, é natural que o ensaio com as células 

VERO-parasita apresentou um fator Z’ moderado, enquanto o das outras linhagens 

celulares apresentaram valores considerados excelentes para ensaios de alto conteúdo. 

Embora o controle de qualidade de ensaios de alta performance considere como critério 

de seleção apenas experimentos cujos valores de fator Z’ > 0,4 (excelentes), os ensaios 

de qualidade moderada (0,2 < fator Z’ <0,4) são geralmente aceitos no caso de 

experimentos fenotípicos mais complexos (236).  

 Uma consequência direta de um IR superior, se pouco variável em toda a placa 

de ensaio, é a geração de fator Z’ de alto padrão, indicando a boa confiança estatística 
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do ensaio e resultados de triagem, que implica a seleção de compostos com atividade 

desconhecida, estatisticamente confiáveis. 

 
Figura 19. Variação de parâmetros analisados em diferentes células hospedeiras infectadas com T. 
cruzi em microplacas de 384 poços. Os heatmaps do painel esquerdo indicam os valores da taxa de 
infecção ao longo da microplaca, o painel central mostra variabilidade no número de células para diferentes 
células hospedeiras - índice celular definido como a relação entre o número total de células no poço pelo 
número médio de células na microplaca inteira. O gradiente de cor é indicado pela barra do lado direito 
(vermelho: valores baixos e azul: valores altos). CV indica o coeficiente de variação (relação entre desvio 
padrão e a média dos valores representados). As imagens representativas da infecção das células 
hospedeiras são mostradas na coluna do lado direito. Barra de escala: 25 μm. 
 

O fator Z’ inferior do ensaio com a célula VERO pode ser atribuído não apenas 

aos seus parâmetros de infectividade relativamente baixos, mas também à variabilidade 

interna da infecção nos controles das placas de ensaio (figura 20). Proporcional ao grau 

do fator Z’, uma janela de separação entre pontos positivos (pontos inferiores do gráfico) 
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e controles negativos (pontos superiores do gráfico) do parâmetro IR pode ser observada 

na figura 20; quanto maior o fator Z’ associado a um sistema de linhagem celular, maior 

é a diferença no espaço gráfico entre seus pontos de controle positivos e negativos. Além 

disso, a variação interna dentro de cada conjunto de controle, aqui representada pela 

dispersão dos pontos no eixo Y (figura 20) também influencia o cálculo do fator Z’; em 

geral, diferentes sistemas de células hospedeiras apresentaram variação mínima na 

detecção de IR de controle positivo (falso positivo/detecção de detritos celulares), com 

variação média de 0,006% entre as linhagens; no entanto, os valores do controle IR de 

controle negativo atingiram uma variação de ~25% (VERO) até ~40% (U2OS e THP-1). 

 

 
Figura 20. Distribuição dos pontos dos controles negativo e positivo da triagem da biblioteca 
LOPAC1280 das diferentes células hospedeiras infectadas com cepa Y de T. cruzi. U2OS (pontos 
azuis), THP-1 (pontos vermelhos), VERO (pontos amarelos) e L6 (pontos verdes). Eixo X: valores de taxa 
de infecção para cada poço controle (sinal de infecção aparente detectada pelo software no controle 
positivo – NI); eixo Y: referência do poço nas microplacas de ensaio. Dados plotados a partir do controle 
de seis microplacas de ensaio utilizada na (quatro contendo compostos da biblioteca + duas com as curvas 
dose-resposta controle).   
 

Os compostos referência BZL e NFX foram testados em dose-resposta contra T. 

cruzi infectando as diferentes linhagens celulares. De maneira geral, BZL apresentou 

uma baixa atividade nos ensaios, atingindo apenas 50% da inibição da infecção dentro 
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das concentrações testadas, com exceção da célula VERO (figura 21A). A atividade 

máxima detectada para BZL foi significativamente heterogênea nas células hospedeiras, 

variando de ~30% em THP-1 a ~75% em células VERO (figura 21B). Este perfil de 

atividade é esperado para a Y clH10, que é parcialmente resistente ao benznidazole 

(vide parte III). 
O NFX exibiu um perfil de atividade mais consistente e eficaz no painel de 

linhagens celulares infectadas; além disso, valores de atividade máxima mais elevados 

para este composto foram observados, com ~96% de atividade máxima para VERO, 

~78% para L6 e U2OS e ~60% para THP-1. Similarmente ao BZL, o menor valor de 

atividade máximo relatado também estava relacionado às células THP-1 (figura 21B). 

Curiosamente, esses compostos nitroheterocíclicos parecem ser mais ativos 

quanto menores os valores de IR e número de parasitas/ células infectadas, exceto para 

a comparação entre os perfis de L6 e THP-1 (na qual a primeira apresentou maiores 

valores de IR e número total de células, mas foi mais susceptível do que a segunda 

linhagem). A atividade reduzida dos compostos nitroheterocíclicos na linhagem celular 

THP-1 pode estar associada ao estado metabólico celular e ao microambiente 

citoplasmático hostil de um fagócito profissional, cuja fisiologia celular afeta diretamente 

a invasão, a replicação e a progressão da infecção do parasita (32). Este estado celular 

particular também pode interferir com propriedades farmacodinâmicas dos compostos, 

reduzindo assim a eficácia antiparasitária. Ademais,  respostas variáveis no tratamento 

com compostos referência já foram amplamente relatadas tanto entre diferentes cepas 

de T. cruzi como entre pacientes de doença de Chagas de localidades distintas, o que 

sugere que a variabilidade genética das populações de T. cruzi entre diferentes 

localidades pode estar correlacionada a diferença de eficácia do tratamento 

(78,206,217,237); adicionalmente, os dados apresentados aqui também sugerem que os 

diferentes tecidos infectados por T. cruzi (e as composições celulares típicas) também 

podem desempenhar um papel importante na variação da eficácia antiparasitária dos 

compostos a nível celular. 
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Figura 21. Perfil de atividade dos compostos referência benznidazol e nifurtimox contra diferentes 
linhagens de células hospedeiras infectadas com T. cruzi. A. Curvas dose-resposta para compostos 
de referência, eixo X: atividade normalizada dos compostos (em %); Eixo Y: Log da concentração do 
composto (em molar); as cores dos pontos e curvas indicam as células hospedeiras distintas. Os valores 
de R2 (teste de adequação da curva) para as curvas de atividade de benznidazol e nifurtimox são 
respectivamente 0,8 e 0,9 para U2OS (azul), 0,5 e 0,8 para THP-1 (vermelho), 0,7 e 0,7 pata VERO 
(amarelo) e 0,5 e 0,6para L6 (verde). B. Eficácia de nifurtimox (vermelho) e benznidazol (azul) dado pelos 
seus valores máximos de atividade (eixo X) para células hospedeiras infectadas (eixo Y). Os dados 
representam a média de dois experimentos independentes - barras de erro indicam desvio padrão; letras 
iguais indicam que não houve diferença estatística entre os valores (dentro do tratamento com o mesmo 
composto) segundo teste ANOVA (one-way, p < 0,001). 
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4.4.2. Screening da biblioteca LOPAC contra diferentes células hospedeiras 
infectadas com T. cruzi 
 

Uma biblioteca comercial contendo 1.280 compostos ativos farmacêuticos foi 

testada contra a cepa Y de T. cruzi infectando as linhagens celulares distintas. Todas as 

microplacas testadas foram consideradas aprovadas de acordo com os critérios de 

controle de qualidade (discutidos em 4.5.1). A figura 22A mostra o esquema de triagem 

da biblioteca; todos os 1.280 compostos foram testados contra os diferentes sistemas de 

linhagens celulares infectadas em uma concentração única de 10 μM e o primeiro critério 

de seleção foi definido para filtrar compostos que apresentaram atividade normalizada ≥ 

50% e taxa de célula ≥ 0,5. Este primeiro filtro de priorização selecionou um número 

diferente de compostos para cada linhagem celular: 55 compostos para U2OS, 16 

compostos para THP-1, 28 compostos para VERO e 27 compostos para L6. 

Desconsiderando as repetições, 82 compostos foram selecionados a partir desta triagem 

primária; entre eles, apenas dois (2,4%) se encaixam nos critérios de seleção para todas 

as linhagens celulares testadas em conjunto, enquanto nove (11%) e 20 (24,4%) foram 

compostos comuns na seleção de três e duas linhagens celulares infectadas, 

respectivamente.  

Surpreendentemente, 51 compostos (62,2%) foram selecionados exclusivamente 

a partir de uma linhagem celular infectada (figura 22B - gráfico de pizza esquerdo -). Ao 

investigar as linhagens infectadas com maior taxa de compostos exclusivos, as células 

U2OS infectadas exibiram a maior porcentagem com 27 compostos selecionados (53%), 

seguido de VERO com 13 compostos (25%); THP-1 e L6 apresentaram a proporção mais 

baixa, com 6 (12%) e 5 (10%) compostos, respectivamente (figuras 22B - gráfico pizza 

direito - e 22C). O sistema de células THP-1 infectado produziu o menor número de 

compostos selecionados, provavelmente devido às limitações da linhagem celular 

discutidas em 4.5.1.. Embora amplamente utilizada como um modelo de células de 

macrófagos humanos, esta é, provavelmente, a primeira tentativa de usar as células 

THP-1 para triagem de compostos anti-T.cruzi; o processo de diferenciação artificial e 

outras particularidades do protocolo THP-1 podem interferir com os desempenhos dos 

compostos da biblioteca no ensaio antiparasitário.  
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Enquanto VERO e L6 apresentaram números intermediários de compostos 

selecionados, U2OS exibiu uma grande quantidade de compostos. Além disso, U2OS 

não apresentou apenas um número superior de compostos selecionados, mas também 

o maior número de compostos ativos foi listado para esta linhagem celular (figura 22).  

Neste contexto, o número reduzido de compostos selecionados que eram comuns 

a todas as linhagens celulares (2,4% dos compostos selecionados) e o elevado número 

de compostos exclusivos a uma única célula hospedeira (62,2% dos compostos 

selecionados - figura 22B) sugerem que os resultados do screening primário gerados a 

partir de linhagens de células infectadas distintas podem ser extremamente dependentes 

da célula hospedeira empregada e sua interação específica com o parasita, e 

demonstram a relevância de considerar a inclusão de ensaios secundários com um 

painel de células hospedeiras como uma etapa adicional da cascata de triagem para 

descoberta de fármacos para doença de Chagas.  

Dos 82 compostos selecionados, as células U2OS e L6 foram as linhagens 

infectadas que compartilhavam mais compostos em comum: 19, enquanto 12 compostos 

foram compartilhados entre linhagens celulares U2OS e VERO e apenas 10 compostos 

entre linhagens celulares L6 e VERO; as outras combinações duplas, triplas ou 

quádruplas renderam menos de 10 compostos compartilhados entre as linhagens 

celulares (figura 22C).  

A susceptibilidade geral das células hospedeiras aos compostos selecionados 

pareceu estar associada a uma condição vulnerável causada previamente por maior 

infecção parasitária/replicação intracelular do parasita (ou seja, quanto maior a IR nos 

poços-controle, maior a citotoxicidade causada pelos compostos testados) (tabela 12 e 

figura 23); novamente, esta observação não se aplica à linhagem THP-1, provavelmente 

porque essa linhagem de células tipo macrófagos é naturalmente mais resiliente à ação 

de compostos, uma vez totalmente diferenciada (238). 

Para continuidade em ensaios confirmatórios em dose-resposta os compostos 

foram considerados hits se preenchessem os critérios de seleção de 50% de atividade 

normalizada e 0,5 de taxa de célula em pelo menos três linhagens de células hospedeiras 

infectadas (figura 22A); portanto, 11 compostos foram prospectados de acordo com este 
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perfil e os ensaios confirmatórios foram realizados para melhor avaliar melhor os perfis 

de atividade (figura 22A e figura 23). 
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Figura 22. (Página anterior) Esquema de seleção e distribuição de compostos oriundos da triagem 
da biblioteca LOPAC nas diferentes linhagens celulares infectadas. A. Todos os 1.280 compostos 
foram selecionados contra cada linhagem celular infectada com a cepa Y de T. cruzi: U2OS, THP-1, VERO 
e L6; diferentes quantidades de compostos escolhidos para cada célula hospedeira, utilizando os critérios 
de seleção: atividade normalizada superior a 50% e taxa de célula superior a 0,5. Excluindo compostos 
repetidos, a lista de hits inclui 82 compostos potenciais e apenas 11 amostras foram compartilhadas entre 
pelo menos três linhagens celulares (hits). B. Gráfico esquerdo: porcentagem dos compostos 
selecionados, distribuídos por uma (exclusiva), duas, três ou quatro linhagens celulares infectadas. Gráfico 
direito: dissecando a distribuição de compostos exclusivos em relação às linhagens celulares específicas. 
C. O diagrama mostra distribuição e compartilhamento de compostos potenciais entre as células 
infectadas: números coloridos indicam o número exclusivo de compostos ativos para cada linhagem 
celular, enquanto os números nas regiões de interseção mostram compostos selecionados e 
compartilhados nas respectivas linhagens celulares. U2OS (azul), THP-1 (vermelho), VERO (laranja) e L6 
(verde). 
 

Uma lista contendo os 82 compostos selecionados é exibida na figura 24 em 

ordem decrescente de atividade contra todas as linhagens celulares infectadas. 

Conforme já discutido acima, o sistema de células U2OS infectadas apresentou 21 

compostos que exibiram atividade normalizada (AN) > 80%, enquanto células THP-1 

infectadas exibiram apenas dois compostos com o mesmo perfil de atividade. As 

linhagens de células VERO e L6 exibiram, respectivamente, 13 e oito compostos cujas 

ANs foram superiores a 80% (figura 23). Esses dados reforçam a hipótese de que o 

sistema de célula U2OS infectadas é mais propenso a selecionar compostos com maior 

atividade ao passo que o sistema da THP-1 seleciona compostos com um perfil de 

atividade menos eficaz, como já observado nos testes com compostos referência (figura 
21).   
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Figura 23. (Página anterior) Seleção de compostos da biblioteca LOPAC contra linhagens celulares 
distintas infectadas com T. cruzi: perfis dos candidatos a hits. Atividade normalizada (colunas à 
esquerda) e taxa de células (colunas à direita) associados aos compostos selecionados no screening 
primário, testados a 10 μM; cores destacadas indicam a faixa dos valores de atividade / taxa de célula: 
<50% / 0,5 (vermelho), 50 - 80% / 0.5 - 0.8 (amarelo) e > 80 / 0.8 (verde). Cor cinza na lista de compostos 
(dispostos por ordem decrescente de atividade) revela aqueles selecionados em três linhagens celulares, 
enquanto o azul claro destaca hits comuns nas quatro linhagens celulares. A última coluna à direita indica 
a classificação dos compostos selecionados (de acordo com o perfil disponível nas informações da 
biblioteca) representada pelo código de cores indicado na caixa da legenda. 
 

As classes de compostos selecionados foram distribuídas em 35 categorias de 

acordo com a classificação do fornecedor (padrão de cores, figura 23), e o grupo de 

compostos associados a neurotransmissão e sistema nervoso central (CNS) 

apresentaram maior porcentagem entre os compostos selecionados: dopaminérgicos, 

serotoninérgicos e adrenorreceptores ocuparam respectivamente 11%, 8,5% e 6,1% das 

82 classes de compostos selecionados; também representando 6,1% dos compostos 

selecionados, a classe dos histamínicos, colinérgicos e indutores de apoptose 

destacaram-se entre as demais classes de compostos (estas outras representadas por 

menos de 4% dos selecionados) (figura 23). No entanto, quando a frequência da classe 

farmacológica na lista de compostos selecionados é comparada à da composição da 

biblioteca toda (enriquecimento de uma classe), é notável que nem os adrenoreceptores 

e nem os colinérgicos foram enriquecidos nos resultados de triagem, já que a frequência 

dessas classes é proporcional no arranjo dos compostos da biblioteca (figura 24B). Além 

disso, a neurotransmissão e as classes do SNC já foram relatadas como classes 

promíscuas na geração de hits off-target, isto é, apresentam baixa especificidade 

(123,239). Por outro lado, os hits selecionados (aqueles compostos ativos/seletivos 

contra, pelo menos, três linhagens celulares) apresentaram um aumento significativo na 

frequência quando comparado à composição da biblioteca, especialmente no caso dos 

azólicos e dos ligados a proteínas heat shock, que apresentaram >100 vezes o 

enriquecimento (figura 24C). O maior enriquecimento da biblioteca foi notado para 

classe dos azólicos, como esperado, já que é uma classe de compostos com elevado 

potencial de atividade para cepa Y de T. cruzi; mas o enriquecimento também ocorreu 

para as classes associadas a proteínas imunomoduladoras e heat shock, sob graus 

similares (figura 24C). Outras classes de compostos apresentaram enriquecimento 

moderado (>10 vezes), estre estas estão as classes das imidazolinas, tirosina quinase, 
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sinalização celular, indução de apoptose, associadas ao ciclo celular, histamínicas e 

interferentes dos canais de Ca+2 (figura 24C); estas classes de compostos já foram 

associadas com atividade anti-T. cruzi em outros estudos (123,240–244).   

Aparentemente, a distribuição das classes farmacológicas dos compostos 

selecionados segue um perfil típico de triagem de biblioteca de diversidade contra T. 

cruzi, as classes de compostos mais ativos contra a maioria dos sistemas de células 

infectadas são predominantemente conhecidas. Nota-se que, quando a seleção dos 

compostos é reduzida para aqueles ativos contra, ao menos, três linhagens celulares 

infectadas (seleção de hits), um aumento significativo de enriquecimento é previsível 

para os compostos azólicos e para aqueles com mecanismos de ação associados ao 

DNA, classes amplamente exploradas na quimioterapia antichagásica. Porém, o 

enriquecimento de seleção de hits também envolveu compostos relacionados com 

proteínas heat shock, canal de Ca2 + e associados à sinalização celular (figura 24C), 

indicando que essas classes devem ser consideradas dentro de uma abordagem multi-

celular.  

Apesar de não termos observado uma correlação geral entre similaridade 

químico-estrutural dos compostos selecionados com seus perfis de atividade, uma 

análise de aglomeração hierárquica em cluster, realizada com base em estruturas de 

compostos selecionadas, destacou quatro compostos estruturalmente semelhantes que 

eram comumente ativos contra três linhagens celulares infectadas: entecavir, cloridrato 

de moxonidina, CB1954 e AEG 3482 (figura 24A). Além dessa correlação, não foi 

possível estabelecer outras associações diretas com os resultados da classificação 

hierárquica com e os demais dados de atividade ou citotoxicidade dos compostos 

restantes. 
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4.4.3. Confirmação de compostos hits contra diferentes cepas de T. cruzi  
 

Considerando as diferenças evidentes observadas entre a atividade de compostos 

dentro das linhagens celulares testadas, é possível considerar que a variabilidade 

observada neste modelo in vitro seja biologicamente relevante no curso da doença, uma 

vez que o parasita invade diversos tipos de células hospedeiras diferentes no mamífero 

e a atividade dos compostos pode ser desigual dentro dos diferentes tecidos; 

consequentemente, sugerimos que um composto hit seja ativo na maioria das linhagens 

celulares infectadas testadas (neste caso, pelo menos três linhagens celulares). Usando 

este critério, 11 hits foram finalmente selecionados para ensaios secundários, nos quais 

foram testados de forma dose-resposta contra Y clH10, CL Brener e Sylvio X10/1. 

Os 11 compostos foram testados em dez pontos de concentração contra as três 

cepas de T. cruzi infectando a linhagem de células U2OS (tabela 13). Os compostos de 

referência BZL e NFX também foram usados, e os resultados foram compatíveis com os 

descritos anteriormente (4.5.1). Todos os compostos testados apresentaram índices de 

seletividade elevados (sendo que a menor seletividade > 65). Além dos compostos de 

referência e dos fármacos azóis, já bem estudados, destacamos as moléculas que 

sobressaíram com geração de EC50 <10 μM contra, pelo menos, duas cepas de T. cruzi 

e com atividade máxima maior que 80%: CB1954, AEG3482, FPL 64176 e clemastina. 

 Alguns dos compostos selecionados testados foram menos potentes contra CL 

Brener, o antifúngico clotrimazol foi aproximadamente 200 vezes menos potente para 

essa cepa, se comparado aos valores EC50 encontrados para YclH10 e Sylvio X10/1. 

Outros compostos azólicos, como sertoconazol e cetoconazol, também foram pelo 

menos 40 vezes menos potentes contra a cepa CL Brener. Esses resultados corroboram 

nossos estudos, inclusive aqui discutidos, que concluíram que as cepas de T. cruzi 

apresentam resposta variável aos compostos de azóis, in vitro (206).  
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Figura 24. (Página anterior) Agrupamento hierárquico em clusters e distribuição de frequência de 
compostos e frequência dos compostos selecionados. A. Um dendograma de ligação única foi 
construído por meio de clusters de aglomerização hierárquica baseada hierárquicos com base em 
semelhanças de compostos em pares, definidas usando os descritores Atom Pair e coeficiente de 
Tanimoto (http://chemminetools.ucr.edu). Os destaques cinza nas listas de compostos mostram 
compostos selecionados em 3 linhagens celulares, enquanto o azul claro destaca ataques comuns nas 
quatro linhagens celulares. B. Comparação de perfil de distribuição entre a frequência (em porcentagem, 
eixo Y) de classe dos compostos (eixo X) dos 82 hits selecionados (colunas pretas) e a frequência em toda 
a biblioteca de compostos (colunas cinzas). C. Classe farmacêutica dos 11 hits selecionados que foram 
ativos contra, pelo menos três linhagens celulares, sua frequência neste conjunto selecionado e a 
respectiva taxa de enriquecimento que indicando o aumento na frequência em relação a toda a composição 
da biblioteca. 
 

Discrepância semelhante também foi observada para os compostos não-azólicos, 

tais como a tirfostina AG1478 e o entecavir, que não geraram valores de EC50 contra a 

cepa CL Brener, apresentando, portanto, uma eficácia contida. Por outro lado, CL Brener 

foi excepcionalmente mais suscetível (em termos de potência), quando comparado a 

Sylvio X10/1 ou Y clH10, aos compostos BZL, CB1954, mibefradil e clemastina (tabela 
13, figura 25). A maior susceptibilidade das cepas pode estar relacionada ao fato de 

esses compostos atuarem em mecanismos de ação mais amplos ou inibirem alvos 

altamente conservados dentro das cepas de T. cruzi. Por exemplo, o CB1954 que 

apresentou a maior potência contra as cepas, é um composto nitroheterocíclico com 

atividade anti-tripanosomatídeo relatada (245); mibefradil é um bloqueador não-

dihidropiridínico de canais de Ca2+ com atividade conhecida contra T. cruzi e Leishmania 

spp. (246); e a clemastina é um composto anti-histamínico com atividade contra T. cruzi 

em monoterapia e combinado com fármacos referência (122). Não foram encontrados 

relatos de atividade anti-T.cruzi pra os compostos AEG3482 e FPL 64176, que também 

apresentaram eficácia e potência satisfatórias em amplo espectro de ação contra as 

cepas testadas; enquanto o primeiro parece induzir a expressão da proteína heat shock 

70 e inibir a apoptose celular (247), o segundo é um composto benzoil-pirrol que atua 

como um forte ativador de Ca2+ (248).  

O mecanismo de ação anti-apoptótico de AEG3482 deve ser melhor investigado 

em relação a inibição da infecção por T. cruzi, alternativamente, o composto também 

pode atuar contra outro alvo não descrito no parasita ou na célula hospedeira. Sabendo 

que o desequilíbrio da homeostase de Ca2+ já foi demonstrada como uma abordagem 

importante na eliminação de T. cruzi (249), com vários compostos descritos com potente 
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atividade anti-T.cruzi, como a amiodarona, o posaconazol (250) e mibefradil (246); FPL 

64176 foi descrito aqui, pela primeira vez, como um agente anti-T.cruzi com atividade de 

amplo espectro contra diferentes linhagens de células infectadas e cepas distintas do 

parasita, sem consequências prejudiciais significativas para as células hospedeiras. Os 

hits selecionados também foram testados contra a célula L6 infectada com parasitas da 

cepa Y de T. cruzi, no mesmo esquema de dose-resposta; os valores associados a 

potência, eficácia e seletividade foram conservados nessa linhagem celular (dados não 

mostrados), com exceção do composto mibefradil que não apresentou valor de EC50 

nesta linhagem celular (inclusive com valor de atividade máxima < 40%). A atividade 

deste composto e sua citotoxicidade contra essa linhagem celular já haviam sido 

moderada e baixas, respectivamente, no screening primário.  

A triagem da biblioteca LOPAC com T. cruzi infectando diversas linhagens 

celulares mostrou que, ao menos no screening primário, existe um baixo índice de 

seleção de compostos em comum para as diferentes células hospedeiras infectadas, na 

qual apenas dois compostos selecionados foram comuns em todas as quatro linhagens 

celulares (clemastina e FPL 64176); notou-se também que dos compostos selecionados, 

51 foram exclusivos de uma única linhagem de célula. Os ensaios confirmatórios em 

dose-resposta foram realizados contra três cepas de T. cruzi (Y clH10, CL Brener e Sylvio 

X10/1) e os compostos CB1954, FPL64176, AEG3482 e entecavir destacaram-se entre 

os hits, apresentando valores de EC50 inferiores a 10 μM e CC50 superiores a 100 μM em 

pelo menos duas cepas de T. cruzi. 
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Tabela 14. Confirmação dos compostos hits da LOPAC: compostos testados em dose-resposta (10 
pontos de diluição) contra células U2OS infectadas com cepa Y de T. cruzi. Os valores representam 
os resultados EC50 (em μM) - quando gerados - e atividade máxima (em %).  

Composto Estrutura química 
Y clH10 CL Brener Sylvio X10/1 

EC50 
(µM) 

MA 
(%) 

EC50 
(µM) 

MA    
(%) 

EC50 
(µM) 

MA    
(%) 

Benznidazol 
 

2,.2 97 8,9 103 0,9 110 

Nifurtimox 
 

0,9 102 4,9 97 0,3 98 

Sertoconaz
ol 

 

1,4 101 >100 46 3,1 87 

Cetoconazo
l 

 

<0,2 99 8,4 61 <0,2 94 

CB1954 

 

<0,4 102 <0,4 73 <0,4 92 

AEG3482 

 

1,1 102 3,9 86 0,5 97 

Mibefradil 
 

9,3 111 8,2 106 12,2 63 
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Tabela 13. Continuação 

Composto Estrutura química 
Y clH10 CL Brener Sylvio X10/1 

EC50 
(µM) 

MA 
(%) 

EC50 
(µM) 

MA    
(%) 

EC50 
(µM) 

MA    
(%) 

Clotrimazol 

 

<0,2 97 69.6 76 0,5 82 

Entecavir 

 

3,2 80 >100 15 0,7 87 

Cloridrato 
de 

moxonidina 
 

10,1 109 14 88 7,4 81 

Tirfostina 
AG1478 

 

5,7 79 >100 29 6,6 79 

FPL 64176 

 

2,2 97 12,5 79 4,3 84 

Clemastina 

 

0,9 111 7,6 87 17,6 83 

 
* quando o valor não é gerado: EC50 < mínimo ou EC50 > concentração máxima testada. Resultados 
derivados de um único experimento. Fontes das estruturas químicas: (https//sigmaaldrich.com) e 
(https//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).   
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Figura 25. Ensaios de confirmação de compostos hits: teste em dose-resposta contra cepas de T. 
cruzi Y, CL Brener e Sylvio X10/1. Eixo X: atividade normalizada dos compostos (em %); Eixo Y: Log da 
concentração do composto (em molar); pontos e curvas coloridos indicam diferentes cepas de T. cruzi: Y 
(vermelho), CL Brener (azul) e Sylvio X10 / 1 (preto). A linhagem celular U2OS foi utilizada como célula 
hospedeira para a realização desses ensaios. 
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4.4.4. Combinação dos compostos hits da LOPAC com fármacos referência  
 

Uma tendência na descoberta de fármacos contra doença de Chagas é a 

abordagem da terapia combinatória usando medicamentos de referência e / ou novos 

compostos ativos, a fim de aumentar a eficácia da terapia, diminuir os efeitos colaterais 

com redução das doses terapêuticas e evitar a emergência da resistência (173,251). 

Para os testes combinatórios, foi decidido pela seleção dos compostos mais 

potentes (EC50 <10 μM) e que apresentaram atividade máxima superior a 80% contra, 

pelo menos, duas cepas de T. cruzi, foram eles: CB1954, AEG3482, entecavir e FPL 

64176. Apesar de se adequarem nos critérios, os compostos clemastina e os azóis não 

foram selecionados, pois já foram amplamente estudados contra T. cruzi. Os compostos 

foram comprados do fabricante e re-testados para confirmação de atividade antes do 

início dos testes em combinação; curiosamente, o AEG3482 apresentou um valor de 

EC50 elevado (EC50 > 80 µM) e baixa seletividade (SI < 1) neste teste preliminar, com 

citotoxicidade bastante elevada em comparação com o observado no screening primário 

e, portanto, não foi considerado para os testes em combinação.  

Após aquisição dos resultados das análises de alto conteúdo, os dados foram 

processados e foram determinados os valores de FIC (fractional inhibition concentration) 

para cada combinação realizada. As interações do BZL com entecavir e com FPL 64176 

apresentaram médias de ΣFIC em torno de 1,8 e 1,1, respectivamente, o que caracteriza 

uma interação aditiva/indiferente (tabela 14); é possível notar também, através do 

isobolograma, que os pontos médios da interação entecavir-BZL estão bem acima da 

linha da aditividade, enquanto os pontos plotados da interação FPL-BZL tangenciam esta 

linha (figura 26A e 26C). Já o entecavir e o FPL 64176 associados com o posaconazol 

geraram médias de ΣFIC de 1,8 e 1,5, respectivamente, e também foram caracterizadas 

como aditivas ou indiferentes (tabela 15 e figura 26B e 26C).  
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Figura 26. Isobologramas de combinação entre hits da biblioteca LOPAC com os compostos 
referência. A. Combinação entre entecavir e benznidazol; B. Combinação entre entecavir e posaconazol; 
C. Combinação entre FPL 64176 e benznidazol; D. Combinação entre FPL 64176 e posaconazol. Gráficos 
traçados a partir da média entre dois experimentos independentes. 
 
 Apesar de nenhuma interação entre os compostos ter sido classificada como 

sinérgica (média de ΣFIC < 0,5), ao menos não apresentaram perfis de antagonismo 

(média de ΣFIC > 4) sob as razões de concentrações testadas.  

Os testes de combinação realizados com o composto CB1954 falharam devido a 

baixa densidade celular e taxa de infecção reduzida no experimento (dados não 

mostrados). O teste será repetido futuramente.   
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Tabela 15. Perfil de combinação do composto referência benznidazol (BZL) com os compostos 
selecionados da biblioteca LOPAC FPL 64176 (FPL) e entecavir (ENT), destacando os valores de FIC 
e o modelo de interação entre as moléculas. 
Composto Proporção 

EC50 BZL: EC50 
hit 

EC50 
BZL 
(µM) 

EC50 
hit 

(µM) 

FIC 
BZL 

FIC 
hit 

ΣFIC Modo de 
interação 

FPL 

5:0 16,2 ± 
2,9 

0 1 0  

Aditivo ou 
indiferente 

4:1 16,2 ± 
8,5 

0,4 ± 
0,2 

0,99 0,14 1,13 

3:2 12,6 ± 
7,6 

0,8 ± 
0,4 

0,77 0,29 1,06 

2:3 8,9 ± 0,4 1,3 ± 
0,7 

0,54 0,46 1,01 

1:4 5,4 ± 1,8 2,2 ± 
0,7 

0,32 0,74 1,08 

0:5 0 2,9 ± 
1,0 

0 1  

        

        

Entecavir 

5:0 14,6 ± 
5,0 

0 1 0  

Aditivo ou 
indiferente 

4:1 15,7 ± 
2,7 

0,7 ± 
0,1 

1,07 0,47 1,55 

3:2 17,9 ± 
3,3 

2,0 ± 
0,4 

1,23 1,43 2,66 

2:3 6,4 ± 0,2 1,6 ± 
0,1 

0,44 1,15 1,59 

1:4 2,7 ± 0,3 1,8 ± 
0,2 

0,18 1,29 1,47 

0:5 0 1,4 ± 
0,1 

0 1  

Os dados de EC50 representam a média ± desvio padrão dos valores obtidos em dois experimentos 
independentes.  
 



 

 
 

125 

Tabela 16. Perfil de combinação do composto referência posaconazol (PSL) com os compostos 
selecionados da biblioteca LOPAC FPL 64176 (FPL) e entecavir (ENT), destacando os valores de FIC 
e o modelo de interação entre as moléculas. 
Composto Proporção 

EC50 PSL: EC50 

hit 

EC50 
BZL 
(µM) 

EC50 hit 
(µM) 

FIC 
BZL 

FIC 
hit 

ΣFIC Modo de 
interação 

FPL 

5:0 11,4 ± 
2,8 

0 1 0  

Aditivo ou 
indiferente 

4:1 12,1 ± 
0,8 

1,3 ± 0,6 1,06 0,93 1,99 

3:2 7,4 ± 1,2 1,5 ± 0,2 0,64 1,06 1,70 

2:3 2,7 ± 0,2 1,3 ± 0,1 0,24 0,88 1,12 

1:4 1,3 ± 0,2 1,6 ± 0,2 0,11 1,14 1,25 

0:5 0 1,4 ± 0,1 0 1  

        

        

Entecavir 

5:0 10,8 ± 
0,8 

0 1 0  

Aditivo ou 
indiferente 

4:1 9,0 ± 0,7 1,1 ± 0,1 0,83 1,41 2,24 

3:2 4,8 ± 0,2 1,6 ± 0,1 0,44 2,00 2,44 

2:3 1,3 ± 0,5 0,9 ± 0,4 0,12 1,18 1,30 

1:4 0,5 ± 
0,02 

1,0 ± 
0,04 

0,04 1,20 1,24 

0:5 0 0,8 ± 0,1 0 1  

Os valores de EC50 representam a média ± desvio padrão dos dados obtidos em dois experimentos 
independentes. 
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4.5. Influência de diferentes cepas de T. cruzi em HCS: triagem da biblioteca 
Pathogen Box 
4.5.1. Escolha das cepas e teste no modelo do ensaio de alto conteúdo 
 

Considerando o volume limitado no estoque de compostos disponível na 

Pathogen Box, foram priorizadas três cepas de T. cruzi para serem submetidas à triagem 

primária desta biblioteca. As cepas escolhidas de grupos filogenéticos distintos (DTU) 

foram a Sylvio X10/1 (TcI), Y (TcII, aqui representada pelo clone Y clH10, cujo processo 

de derivação e caracterização fenotípica está descrito na terceira parte desta tese) e CL 

Brener (TcVI). A seleção destas cepas baseou-se na importância epidemiológica desses 

grupos filogenéticos, predominantemente associados com o ciclo doméstico da doença 

de Chagas (252), além de possuírem um padrão de infectividade ideal para triagem de 

compostos (alto rendimento de tripomastigotas em cultura, elevada taxa de infecção 

baixa variabilidade entre ensaios).  

Como controle de qualidade da triagem, as cepas foram submetidas a um teste 

de atividade com compostos referência (BZL e PSL). O perfil de atividade do composto 

BZL foi mais homogêneo para as cepas testadas, apesar da resistência parcial que pode 

ser observada para Y clH10 (EC50 = 22,7 µM, MA < 90%), o que já era de nosso 

conhecimento (ver parte III) já a potência e eficácia observadas para as cepas CL Brener 

e Sylvio X10/1 foram semelhantes (EC50 = 3,9 µM/ MA = 107,6% para CL Brener e EC50 

= 3 µM/ MA = 98,4% para Sylvio X10/1). O PSL apresentou atividade variável contra as 

cepas, principalmente em termos de potência (com valores de EC50 variando de 0,7 a 

2,9 nM), enquanto a eficácia foi mais consistente, atingindo 85%, 92% e 97% de atividade 

normalizada para Sylvio X10/1, CL Brener e Y clH10, respectiamente (Figura 27).    
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Figura 27. Perfil de atividade dedos compostos benznidazol e posaconazol sobre cepas utilizadas 
na triagem da biblioteca Pathogen Box. Eixo Y indica a atividade normalizada dos compostos BZL 
(esquerda) e PSL (direita) enquanto o eixo X marca o Log da concentração dos compostos (em molar). 
Curva dose-resposta da atividade dos compostos sobre as cepas estão indicadas pelas cores: Sylvio X10/1 
(preto), Y clH10 (vermelho) e CL Brener cl1 (azul); as mesmas cores indicam os respectivos valores de 
EC50 para os compostos em micromolar (BZL) e nanomolar (PSL).   
 

4.5.2. Screening da biblioteca Pathogen Box contra diferentes cepas de T. 
cruzi 
 

Toda as placas utilizadas na triagem da biblioteca foram consideras aprovadas 

com valores médios do fator Z’ de 0,8 ± 0,01 para Sylvio X10/1, 0,5 ± 0,02 para Y clH10e 

0,6 ± 0,02 para CL Brener. Estes valores refletem o grau de variação (de cada cepa: em 

termos de perfil de infecção, replicação de amastigotas intracelular) e a separação 

gerada entre os controles negativo e positivo; na figura 28 é possível visualizar a maior 

separação entre os controles no ensaio com Sylvio X10/1em comparação com as demais 

cepas. O grau elevado de separação dos controles, juntamente com a homogeneidade 

da infecção entre os poços formam elementos essenciais para geração de um fator Z’ de 

alta qualidade. A maior separação dos controles se dá também, em parte, pela maior 

taxa de infecção observada para Sylvio X10/1 (IR de aprox. 80%) em relação àquelas 

constatadas para Y-H10 (IR de aprox.66%) e CL Brener (IR de aprox.48%); esses dados 

corroboram os resultados apresentados nos ensaios de validação das cepas de T. cruzi 

(figura 18), exceto para cepa Y cujo estoque utilizado nesta triagem foi outro (clH10).  
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Figura 28. (Página anterior) Triagem da biblioteca Pathogen Box contra cepas de T. cruzi. Correlação 
entre taxa celular (eixo Y) e atividade normalizada (em %, eixo X). Pontos vermelhos representam poços 
do controle negativo (C-, DMSO 1%), pontos amarelos representam poços do controle positivo contendo 
células não infectadas (C+, NI), pontos cinzas indicam as amostras testadas da biblioteca. A delimitação 
retangular tracejada indica os hits selecionados com mínimo de 0,8 de taxa celular, sendo os 20 compostos 
com maior atividade normalizada para cada uma das cepas de T. cruzi testadas: Sylvio X10/1 (gráfico 
superior), Y clH10 (gráfico do meio) e CL Brener cl1 (gráfico inferior).   
 

A quantidade de compostos ativos no screening primário foi relativamente grande 

(figura 28), provavelmente devido a uma concentração única de 20 µM utilizada, pois a 

mesma placa estoque foi preparada para a triagem contra Leishmania spp. (na qual 

usualmente as bibliotecas são testadas a 20 µM); os resultados obtidos no screening 

destes kinetoplastídeos serão comparados.   

Com intuito de fazer uma análise comparativa entre as cepas, o critério utilizado 

para seleção dos compostos foi dos 20 mais ativos para cada cepa de T. cruzi com taxa 

de célula mínima de 0,8. O perfil geral da atividade dos compostos da biblioteca variou 

de acordo com a cepa testada; a seleção de hits, delimitada na figura 28, evidencia que 

a faixa de atividade dos compostos selecionados variou significativamente entre as 

cepas. A seleção dos hits para Sylvio X10/1 abrange compostos na faixa de 72% - 98% 

de atividade normalizada; já os hits de Y clH10 restringem-se na faixa de 89 – 100%, 

enquanto aqueles selecionados contra CL Brener variam apenas entre 97 – 110%. Este 

perfil de seleção revela nitidamente a maior susceptibilidade de algumas cepas (como a 

CL Brener) em relação a outras (como a Sylvio X10/1 e a Y clH10) e da importância em 

testar compostos anti-T. cruzi contra um painel de cepas.        

 

4.5.3 Perfil dos compostos hits selecionados da biblioteca Pathogen Box 
 

Partindo dos critérios de seleção (20 compostos mais ativos de cada cepa, com 

taxa de célula mínima de 0,8), 42 hits foram selecionados no total, já considerando 

aqueles comuns entra as cepas. CL Brener apresentou a maior quantidade de hits 

exclusivos (11), seguida da Y clH10 (9) e da Sylvio X10/1 (8); já as cepas Y clH10 e 

Sylvio X10/1 compartilharam um maior número de hits entre si (5).  Apenas quatro 

compostos hits foram comuns entre as cepas testadas (figura 29A).  
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Curiosamente, dois compostos relacionados com filariose linfáica (MMV687776) 

e tuberculose com (MMV687749) foram selecionados como hits comuns entre duas 

cepas (Sylvio X10/1 x CL Brener e Sylvio X10/1 x Y clH10, respectivamente); já os 

compostos nifurtimox e posaconazol (dois dos 26 compostos referência para diferentes 

patógenos da composição da biblioteca) só foram selecionados contra uma única cepa 

(Sylvio X10/1 e Y clH10, respectivamente) (tabela 16). Sabendo que a falha terapêutica 

e baixa eficácia do posaconazol pode ser explicada, em parte, por variações de 

susceptibilidade as diversas cepas de T. cruzi, este ensaio e seus resultados 

preliminares reforçam a importância de triar os compostos contra um painel de cepas a 

fim de priorizar aqueles com amplo espectro de atividade. Conforme esperado, as 

classes dos hits selecionados desta triagem que obtiveram maior enriquecimento de 

compostos (maior frequência entre os hits em relação a frequência na biblioteca), foram 

as dos kinetoplastídeos e dos compostos referência com aumentos de aproximadamente 

3x e 2x de frequência dos hits em relação à da biblioteca (figura 29B). Porém, é 

interessante notar que quase 10% (10 de 116 no total) dos compostos associados a 

tuberculose disponíveis na biblioteca foram selecionados como hits anti-T. cruzi, o que 

reforça a ideia de um possível reposicionamento de compostos (figura 29B e tabela 16).  

Outros compostos referência que foram selecionados contra apenas uma das 

cepas testadas foram a clemastina, a miltefosina e a buparvaquona. Selecionados 

apenas contra a cepa CL Brener de T. cruzi, a clemastina é um anti-histamínico com 

atividade anti-T. cruzi já descrita (122) que também foi selecionado por nós na triagem 

da biblioteca LOPAC (seção 4.4.); já a miltefonsina é um composto referência no 

tratamento de leishmanioses e com atividade antichagásica reportada (253,254). 

Buparvaquona é um composto naftoquinona utilizado contra a teileriose tropical em gado 

(255), seu mecanismo de ação está associado ao bloqueio de canal de cálcio e já foi 

descrito contra T. cruzi e Leishmania spp. (256). O benznidazol, presente entre os 

compostos referência que compõem a biblioteca, não foi selecionado para nenhuma 

cepa testada já que, como esperado, atingiu valores de atividade normalizada menores 

que 80% sob a concentração de 20 µM testada. 
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Figura 29. Perfil dos compostos selecionados na triagem da Pathogen Box para diferentes cepas 
de T. cruzi. A. Diagrama de Venn mostrando o número de compostos hits selecionados contra cada cepa 
de T. cruzi Y clH10 (vermelho), Sylvio X10/1 (preto) e CL Brener (azul), números nas áreas de intersecção 
revelam a quantidade de hits comuns entre as cepas. B. Gráfico mostra a frequência (eixo Y, em %) dos 
compostos em cada grupo de classificação da biblioteca (eixo X), barras azuis indicam frequência da 
biblioteca e as barras cinzas indicam a frequência dos compostos entre os hits selecionados. 
 



 

 
 

132 

Os compostos que mais se destacaram desta triagem foram os quatro comuns 

para as três cepas testadas: MMV689028, MMV689029, MMV688958 e MMV688795, 

todos originados da porção da biblioteca relacionada com kinetoplastídeos (figura 29A 
e tabela 16). Os compostos MMV689028 e  MMV689029 são benzil-piperazinas que 

tiveram sua atividade primeiramente identificada no programa de triagem de compostos 

anti-kinetoplastídeos da farmacêutica GSK (153). MMV689028 apresentou atividade 

elevada contra CL Brener e Y clH10 (108,6 e 93,6%, respectivamente) e uma atividade 

moderada em Sylvio X10/1 (82,6%); um perfil semelhante foi observado para o composto 

análogo MMV689029, com 106,9, 91,2 e 85,3% de atividade contra CL Brener, Y clH10 

e Sylvio X10/1. Os compostos MMV688958 e MMV688795 são quimicamente 

relacionados com o grupo dos 2-aril axazólico, que possui atividade conhecida contra T. 

b. rhodesiense (257), no entanto, o alvo terapêutico dessas moléculas permanece 

desconhecido. Estes compostos foram originalmente identificados com atividade anti-T. 

brucei e anti-T. cruzi durante uma companha de otimização de composos leads contra 

T. b. brucei (258); neste estudo, as atividades de MMV688958 e MMV688795 foram mais 

reduzida contra Sylvio X10/1 (78,4 e 79,4%, respectivamente), quando comparadas com 

as atividades de MMV689028 e  MMV689029. Por outro lado, MMV688958 mostrou-se 

proporcionalmente mais eficaz contra Y clH10 (100,1%), sendo o hit com maior atividade 

nessa cepa e o segundo mais eficaz contra CL Brener (110,2%) (tabela 16); o composto 

MMV688795 apresentou 91,9 e 101,2% de atividade normalizada contra Y clH10 e CL 

Brener, respectivamente. 

Esses compostos também apresentaram um perfil promissor de atividade contra 

T. cruzi e T. brucei na triagem desta mesma biblioteca Pathogen Box por outro grupo 

(259); porém, o teste destes compostos contra diversas cepas de T. cruzi nunca havia 

sido realizado anteriormente.  
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Tabela 17. Lista dos compostos hits selecionados na biblioteca Pathogen Box com os valores de 
atividade normalizada (em %) para cada cepa de T. cruzi testada. Valores marcados referem-se aos 
hits exclusivos de uma única cepa (azul), em comum para duas cepas (amarelo) e em comum entre 
as três cepas (verde). Valores escritos em vermelho não passaram pelo critério de taxa de célula > 
0,8. Legenda indicativa da classe dos hits à direita.  

 

 

 

Até o momento, apenas o estudo da triagem primária foi concluído em relação ao 

teste da biblioteca Pathogen Box contra cepas de T. cruzi, pretende-se confirmar a 
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atividade dos hits selecionados com intuito de obter os valores de EC50, CC50 e atividade 

máxima, além da taxa de confirmação para cada cepa testada. Os dados também serão 

comparados com resultados obtidos na triagem contra L. infantum e L. donovani (estudo 

em andamento).  

Apesar de preliminares, os resultados já apontaram para uma divergência no perfil 

de atividade da biblioteca de compostos entre diferentes cepas de T. cruzi, mesmo 

quando testada sob uma concentração mais elevada (20 µM) e sendo composta por 

fármacos referência ou moléculas com atividade anti-T. cruzi conhecidas, o que pode 

impactar na seleção de compostos hits. Os resultados da triagem permitiram a 

identificação de quatro compostos eficazes contra T. cruzi, já identificados em outras 

campanhas de triagem; porém, a identificação do amplo espectro de ação dessas 

moléculas contra as cepas de T. cruzi aqui testadas reforça ainda mais o interesse nos 

compostos como potenciais quimioterápicos antichagásicos.  

  

Parte III: Estudos de resistência do T. cruzi ao ravuconazol: caracterização 
fenotípica e identificação de uma nova mutação na CYP51 
 

4.6. Obtenção e caracterização fenotípica dos diferentes clones H10 
 

 Com o objetivo de caracterizar melhor a resistência de T. cruzi a compostos 

azólicos, um estudo de seleção de resistência ao ravuconazole foi iniciado por nosso 

grupo de pesquisa no Institut Pasteur Korea. Para tanto, foi utilizado um clone derivado 

da cepa Y por diluição limitante, aqui chamado de Y clH10. 

O Y clH10 foi cultivado na presença de ravuconazol (RVL) sob concentrações 

crescentes; tentou-se manter o fitness (capacidade de invasão celular, de replicação das 

formas de epimastigota e amastigota e de diferenciação in vitro) do clone ao alternar a 

pressão do composto ao longo da infecção contínua das células in vitro (pressão on/off 

do fármaco). Após aproximadamente 12 meses em cultura sob pressão on/off de RVL, 

foi possível recuperar diferentes estoques populacionais do Y clH10 (tabela 4). Nosso 

trabalho se iniciou a partir da caracterização fenotípica do clone parental, sensível ao 

RVL, e os clones derivados após o processo de seleção de resistência, O clone H10-R 
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tem crescimento relativamente lento em comparação com H10-S e H10-LT, os clones 

resistentes também apresentam uma capacidade de infecção reduzida (figura 30). Além 

disso, observamos que o período de recuperação foi ainda maior para os clones H10 

que foram cultivados em níveis intermédios de resistência (2 - 256 nM), esses clones (e 

também o clone que cresceu sob 1 μM) apresentaram crescimento menos estável e 

menor capacidade de infectividade do que o padrão H10-R, que cresceu sob 500 nM 

(dados não mostrados). Portanto, H10-R foi selecionado como clone padrão para 

avaliação no ensaio de alto conteúdo. 

A avaliação multiparamétrica da infecção in vitro de cada clone H10 em células 

hospedeiras U2OS é detalhada na figura 30. A taxa de infecção do clone H10-R foi pelo 

menos 2 vezes menor do que o obtido para H10-S e H10-LT; um resultado semelhante 

pode ser observado para H10-R-NP (figura 30B). Enquanto o número médio de 

amastigotas por célula infectada foi significativamente menor para o clone H10-R quando 

comparado com os clones H10-S e H10-LT, mas não se comparado com H10-R-NP, 

mesmo considerando que estes clones foram adicionados no ensaio a uma densidade 

de maior de tripomastigota/mL (figura 30C). Conclusão semelhante pode ser assumida 

em relação ao número total de amastigotas, uma vez que este parâmetro para o clone 

H10-R é significativamente inferior ao observado para H10-LT (figura 30D). A lise de 

células U2OS relativamente alta é uma consequência direta do índice de infectividade 

superior e maior crescimento intracelular dos clones H10-S e H10-LT (figura 30B e 30C), 

portanto, o número total de células hospedeiras é reduzido para esses clones quando 

comparado ao H10-R e H10-R-NP, após 120 h de infecção (figura 30A). Os resultados 

das avaliações intracelulares corroboram os dados obtidos a partir de infecções de LLC-

MK2 pelos clones H10 na rotina de cultivo em frascos de cultura: maior proporção de 

tripomastigotas no sobrenadante de cultura observada para H10-LT e H10-S (> 2,5x107 

tripomastigotas/mL) enquanto uma relação menor foi observada para H10-R (<1,0x107 

tripomastigotas/mL), bem como um pico de tripomastigotas no sobrenadante 

relativamente tardio para este último clone, evidenciando a taxa de replicação limitada 

do clone resistente a RVL. A diferença notável entre os estoques H10-S e H10-LT 

provavelmente deve-se à maior adaptação deste último nas culturas in vitro - dado seu 

longo período em cultivo contínuo -. A semelhança das condições de infecção entre H10-



 

 
 

136 

R-NP e H10-S sugere que este estoque derivado de H10-R pode ter recuperado fitness 

na ausência de pressão de fármacos. 

Durante a tentativa de diferenciar os tripomastigotas dos clones (derivados de 

cultura de tecido – TCT) em formas epimastigotas, observou-se que o processo de 

diferenciação de H10-R foi nitidamente mais lento do que o observado para os clones 

sensíveis, clones H10-S e H10-LT. Um período de dois a três dias foi suficiente para a 

diferenciação completa de clones sensíveis H10-S e H10-LT, um tempo esperado para 

a cepa Y de T. cruzi (260). O período de diferenciação é seguido por uma fase lag 

(duração 2 – 4 dias), durante a qual não ocorre multiplicação, seguido de multiplicação 

até a densidade de ~1x107 epimastigotas / mL (figura 31D). Em relação aos clones 

resistentes, foram necessários seis dias para a diferenciação completa dos 

tripomastigotas em epimastigotas, além de uma fase lag mais longa (pelo menos 6 dias); 

além disso, a densidade de pico após a fase lag, tanto para H10-R quanto para H10-R-

NP, foi inferior do que em H10-S e H10-LT (figura 31D) – apesar de não haver diferença 

estatística entre os pontos distintos da curva de crescimento -. Os clones resistentes a 

RVL avaliados apresentaram um tempo de duplicação de epimastigota superior ao 

calculado para H10-S e H10-LT (figura 31B).  
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Figura 30. Avaliação fenotípica da infecção por clones de T. cruzi resistentes e susceptíveis ao 
ravuconazol. Infecção da linhagem de células U2OS foi avaliada por HCA a 120 h pós-infecção para os 
clones sensíveis (H10-S, azul e H10-LT, verde) e resistentes (H10-R, vermelho e H10-R-NP, roxo). A. 
Número total de células hospedeiras U2OS; B. Índice de infectividade: um parâmetro que considera a 
razão entre a taxa infecção e o número de parasitas semeados para cada clone; a proporção média de 
células infectadas em relação a população total de células é mostrada acima das barras (em %); C. O 
número médio de amastigotas por célula infectada; D. Número total de amastigotas. Os valores referem-
se a médias (barras) ± desvio padrão (barras de erro) obtidos em dois experimentos independentes; letras 
iguais indicam que não houve diferença estatística entre os valores, enquanto * indica diferença estatística 
por ANOVA (one-way, p < 0,001). 
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Curiosamente, o processo de diferenciação não ocorreu na presença de 500 nM 

de ravuconazol (RVL) (dados não apresentados), mas o crescimento pós-diferenciação 

de epimastigotas de clones H10-R na presença de RVL 500 nM não afetou 

significativamente o seu crescimento, quando comparado com H10-R e H10-R-NP não 

tratados. O fato da diferenciação não ocorrer na presença da fármaco sugere que a 

resistência fenotípica conferida pela mutação parece não se expressar durante a 

epimastigogênese ou as células dos parasitas resistente não são metabolicamente 

competentes para suprir um grande recrutamento de ergosterol que ocorre durante o 

remodelamento da membrana celular, fenômeno análogo a crítica reorganização dos 

esteróis na membrana plasmática de fungos (261,262) e na embriogênese de plantas 

(263).  
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Figura 31. (Página anterior) A resistência ao ravuconazol correlaciona-se com o crescimento 
reduzido em amastigotas e epimastigotas. A. Tempo de duplicação de amastigotas (em horas, eixo Y), 
baseado em crescimento por 96 h para cada clone H10 (eixo X) B. Tempo de duplicação de epimastigotas 
(em horas, eixo Y), baseado em crescimento de 48 h dentro da fase exponencial de cada clone (eixo X). 
C. Índice de liberação de tripomastigotas: o número total de tripomastigotas de cultura recuperados em 
cada clone (por mL) foi dividido pelos valores de MOI utilizados para os clones: 20 (H10-S e H10-LT) e 40 
(H10-R). Eixo Y: índice de liberação de tripomastigotas. Eixo X: dias após infecção dos frascos. D. Curva 
de crescimento de epimastigotas: os parasitas diferenciados de clones H10 distintos foram contados 
diariamente (a densidade inicial para cada clone foi de 1,0x105 epimastigotas / mL). Eixo Y: indica a 
densidade do epimastigote por mililitro de cultura (x106); Eixo X: dias de contagem dos clones. As curvas 
coloridas indicam média (pontos) da contagem diária distinta dos clones H10: H10-S (azul), H10-LT 
(verde), H10-R (vermelho) e H10-R-NP (roxo). As caixas retangulares destacam o crescimento máximo 
para cada clone. Barra de erro indica o erro padrão de contagens independentes. Letras iguais indicam 
que não houve diferença estatística entre os valores (dentro do tratamento com o mesmo composto), 
enquanto * indica diferença estatística por ANOVA (one-way, p < 0,001). 

 

4.7. Teste de susceptibilidade dos clones H10 a diferentes compostos anti-
T. cruzi 
 

Utilizando a metodologia de HCA já descrita, a susceptibilidade dos diferentes 

clones ao RVL foi avaliada por meio da quantificação da infecção intracelular dos 

parasitas 96 h após adição do composto. O fármaco atingiu uma atividade normalizada 

máxima (MA) relativamente alta para os clones H10-S e H10-LT - medindo 96,8% e 

81,8%, respectivamente (tabela 17), enquanto um desvio nítido pode ser notado na 

curva da atividade para H10-R e H10-R-NP (figura 32), já que para estes clones, é 

necessária uma maior concentração molar de RVL para atingir valores de atividade 

máxima inferiores de 62,2% e 72%, respectivamente. Os valores médios do EC50 de RVL 

obtidos para clones resistentes são pelo menos 1.600 vezes maiores do que a média 

dos clones susceptíveis, em 96 h de exposição ao composto (tabela 17). Conforme já 

descrito, RVL é um agente de ação lenta (197,205), logo, a atividade do fármaco em 48 

h de exposição não atingiu 50% de atividade máxima para nenhum dos clones, não 

gerando, portanto,  valores de EC50.  
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Tabela 18. Atividade do ravuconazol contra diferentes clones H0 de T. cruzi em diferentes tempos 
de exposição (48, 96 e 120 horas). Comparação entre valores EC50 (em nanomolar) e atividade 
máxima (MA, em%) ao longo do tempo. 

Clones 
 

48 h 96 h 120 h 

EC50, nM 
MA 
(%) 

EC50, nM 
MA 
(%) 

EC50, nM 
MA 
(%) 

H10-S - 48,1 4,7* 96,8 2,52 ± 0,9 97,8 

H10-LT - 47,3 4,1* 81,8 1,47 ± 0,12 84,2 

H10-R - 32,1 6.944* 62,2 
13.740 ± 

6.775 
89,4 

H10-R-NP - 47,5 
7.029 ± 

4.743 
72 3.685 ± 180,3 93,5 

* dados foram obtidos em um único experimento.  
 

 
Figura 32. Suscetibilidade dos clones H10 ao ravuconazol. A atividade do ravuconazol foi avaliada em 
um teste dose-resposta após 96 h de exposição ao composto. Eixo Y: atividade normalizada (em %) de 
RVL contra clones H10 (H10-S - azul, H10-LT - verde, H10-R - vermelho e H10-R-NP - roxo). Eixo X: Log 
da concentração de RVL. As curvas foram traçadas com base na média (pontos) para cada clone de dois 
experimentos independentes. Os valores de ajuste da curva (R2) para H10-S, H10-LT, H10-R e H10-R-NP 
foram respectivamente 0,80, 0,55, 0,43 e 0,75. 

 Em seguida, os clones foram testados quanto à sua susceptibilidade a outros 

compostos anti-T. cruzi. Todos os clones foram parcialmente resistentes ao benznidazol, 

como mostrado na tabela 18 e na figura 33. Os valores de EC50 para todos os clones 

H10 variaram de 15 a 70 μM; enquanto os valores máximos de atividade variaram de 
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72,2 a 89,6%. Os clones também foram parcialmente resistentes ao nifurtimox, embora 

em menor grau, com valores de EC50 variando de 0,9 a 9,3 μM e atividades máximas 

superiores a 85% (tabela 18). Em contraste, H10-R e H10-R-NP mostraram valores de 

EC50 significativamente maiores para posaconazol quando comparados aos clones H10-

S e H10-LT (tabela 18 e figura 33). Adicionalmente, este composto não atingiu 50% de 

atividade contra os clones resistentes, gerando assim valores máximos de 48,1% e 

26,6% para H10-R e H10-R-NP, respectivamente. Embora a RVL tenha sido claramente 

mais potente contra os clones sensíveis (H10-S e H10-LT) do que contra os resistentes 

(H10-R e H10-R-NP), não houve diferenças expressivas na eficácia do composto (isto é, 

atividade máxima) entre os clones; ao contrário da atividade do PSL, que foi menos 

potente e menos eficaz contra os clones resistentes, quando comparados aos clones 

sensíveis (tabela 18 e figura 33).Vale ressaltar que a resistência parcial ao benznidazol 

e ao nifurtimox foi observada para todos os clones, independentemente da sua 

resistência ao ravuconazol, e, portanto, pode-se supor que a resistência parcial ao 

benznidazol e ao nifurtimox já estavam presentes nesses clones antes da seleção da 

resistência ao ravuconazol. O clone H10 foi derivado da cepa Y, que demonstrou ser 

parcialmente resistente ao benznidazol (215). Conforme já discutido neste trabalho, a 

resistência parcial não é uma característica presente em todos os estoques de cepa Y 

(206), o que reforça a hipótese da ocorrência de variabilidade fenotípica (e genética) 

considerável entre os estoques de cepa Y presente em diferentes laboratórios. Esta 

resistência foi relacionada a uma mutação no transportador ABC TcABCG1, que está 

associada ao grupo filogenético TcI, e ao grande número de cópias transcritas do 

transportador (215); pode-se sugerir que o clone H10 (e seus estoques) possa ter o 

transportador ABC mutado presente em parasitas Tcl. Além disso, estudos com T. cruzi 

resistentes (obtidos em laboratório) ao BZL revelaram mutações na enzima 

nitroredutase, TcNTR (210,213). A perda de um dos genes que codificam TcNTR levou a 

uma resistência à BZL, bem como à resistência cruzada ao nifurtimox (68). 
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Tabela 19. Comparação entre valores de EC50 (em nM para posaconazol e µM para os demais) e 
atividade máxima (MA, em%) para compostos referência benznidazol, nifurtimox e posaconazol 
contra clones H10. 

Clone 
Benznidazol Nifurtimox Posaconazol 

EC50, µM 
MA 
(%) 

EC50, µM 
MA 
(%) 

EC50, nM 
MA 
(%) 

H10-S 47.7 ± 2.5 89.6 4.3 ± 3.3 92 19.8 ± 10.2 90.1 

H10-LT 15* 72.2 9.3 ± 7.5 87.9 31.4 ± 18.7 79.3 

H10-R 70.4 ± 12.4 86.3 4.5 ± 2.4 94.1 ND 48.1 

H10-R-NP 24 ± 4.1 77.3 0.9 ± 0.2 99.2 ND 26.6 

* o valor foi obtido apenas em uma de duas repetições. ND: os valores não foram determinados 
 

A cepa Y de T. cruzi possui dois genes CYP51: A e B, que não são 100% idênticos (178) 

e podem apresentar níveis distintos de expressão durante os diferentes estágios do ciclo 

de vida do parasita. Assim, podemos especular que, nos clones H10-R, apenas um gene 

mutado CYP51 esteja envolvido na biossíntese de ergosterol durante o crescimento 

intracelular, enquanto outra sequência intacta da CYP51 está associada a outros 

processos metabólicos, como na diferenciação para epimastigotas pode estar intacta, 

por exemplo.  
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Figura 33. (Página anterior) O clone H10 resistente ao ravuconazol também é resistente ao 
posaconazol. Eixo Y: atividade normalizada (em %) dos compostos de referência BZL e NFX e do 
composto de triazol PSL contra os clones H10-S (curva azul) e H10-R (curva vermelha). As curvas foram 
traçadas com base na média (pontos) para cada clone em 2 experimentos independentes. Os valores de 
ajuste da curva (R2) para H10-S e H10-R foram respectivamente para cada gráfico composto: BZL (0,87 e 
0,62); NFX (0,88 e 0,68) e PSL (0,92 e 0,61).  

 O perfil de atividade dos compostos (BZL, NFX, RVL e PSL) foi mantido mesmo 

após a submeter os clones H10 no ciclo in vitro completo: da transformação do 

tripomastigota para epimastigota, passando pela diferenciação para tripomastigotas 

metacíclicos e finalmente infecção de células hospedeiras (tabela 19). Estes resultados 

sugeriram que as mudanças moleculares que levam às alterações fenotípicas 

(resistência aos azóis) eram de natureza genética, como uma mutação. 

Tabela 20. Resistência aos compostos triazóis é conservada mesmo após passagem dos clones 
pelo ciclo completo in vitro (epimastigogênese seguida de metaciclogênese e infecção de células 
hospedeiras). Dados referem-se à potência - EC50 em micromolar para benznidazol (BZL) e 
nifurtimox (NFX) e em nanomolar para posaconazol (PSL) e ravuconazol (RVL) -, dados de eficácia 
ela atividade máxima (MA, em %).  

Clone 

BZL NFX PSL RVL  

EC50,  
µM 

MA 
(%) 

EC50, 
µM 

MA 
(%) 

EC50,       
nM 

MA 
(%) 

EC50, 
nM 

MA 
(%) 

H10-S 31.5 ± 1.6 91 3.7 ± 0.9 104 2.6 ± 0.9 106 0.8 ± 0.1 93.5 

H10-LT 7.8 ± 1.3 94 2.8 ± 0.2 98 1.7 ± 0.6 102 1.2* 95 

H10-R 83.2 ± 41 75 3.4 ± 0.5 91 
7,640 ± 

1,031 
65 

5,861 ± 

228 
74 

H10-R-NP 
90.2 ± 

25.2 
83 3.8 ± 1.3 85 

5,150 ± 

516.2 
74 

11,860 ± 

2,072 
68 

* o valor foi obtido apenas em uma de duas repetições. ND: os valores não foram determinados 
 

4.8. Ensaio de cinética de morte (Time-Kill) com clones H10 tratados com 
compostos referência 
 

A cinética de morte in vitro de clones de H10 por compostos nitroheterocíclicos 

(BZL e NFX) e compostos de triazóis (PSL e RVL) foi avaliada através do ensaio tempo 
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de morte (time-kill), onde a taxa de infecção (normalizada pelos controles) foi 

determinada após a exposição sob várias concentrações dos compostos, a cada 24 h, 

durante um período total de 120 h. 
O BZL exibiu um perfil de cinética de atividade similar e dose-dependente entre 

todos os clones avaliados (figura 34), e apenas as duas maiores concentrações (200 e 

100 μM) reduziram a taxa de infecção para menos de 30% após 96 h ou mais, em ambos 

os clones; estes dados confirmam o perfil já descrito de resistência/tolerância parcial ao 

BZL. Uma cinética de morte uniforme similar foi observada para NFX contra os clones: 

H10-S parece ser mais suscetível, pois concentrações mais altas de NFX reduziram as 

taxas de infecção para níveis indetectáveis após 96 h de exposição ao composto, ao 

contrário de H10-R; no entanto, a variação da atividade nas concentrações mais altas 

(25 e 12,5 μM) é provavelmente causada por ação de citotoxicidade do composto. As 

tabelas 20 e 21 fornecem mais detalhes sobre a cinética de morte com valores médios 

da taxa de infecção para a concentrações efetivas dos compostos contra os clones H10-

S e H10-R (dentro do curso do tempo analisado), é interessante notar que apenas a 

maior concentração de NFX (25 μM) causou redução da taxa de infecção para níveis 

indetectáveis em 96 e 120 h de exposição.                                                            
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Figura 34. Ensaio de cinética de morte (time-Kill) com compostos nitro-heterocíclicos contra os 
diferentes clones H10. Eixo Y: taxa de infecção normalizada (%). Eixo X: tempo de exposição composto 
(período, em horas). Gradiente de concentração do composto (à direita) indica os valores representados 
por cada curva. As 10 curvas de concentração mostradas são: 200, 100, 25, 6,25, 0,78, 0,39, 0,09, 0,02, 
0,006, 0,003 μM para BZL; 25, 12,5, 6,25, 1,56, 0,39, 0,09, 0,02, 0,006, 0,001 e 0,0007 μM para NFX. Os 
pontos indicam a média de dois experimentos independentes, as barras de erro indicam desvio padrão. 

Já em relação ao composto PSL, este exibiu um perfil de cinética de morte distinto 

entre os clones (figura 35): para o clone H10-S, todas as concentrações testadas 

reduziram a taxa de infecção para valores inferiores a 50% após 96 h de exposição, 

exceto pelas duas menores concentrações; no entanto, apenas as duas concentrações 

mais altas exerceram o mesmo efeito para H10-R, dentro desse mesmo período. Um 

perfil equivalente foi observado para RVL: uma mudança clara do padrão é notada entre 

clones suscetíveis e resistentes: enquanto a maioria das concentrações testadas 

apresenta maior atividade ascendente em relação ao tempo no clone H10-S (ou seja, 

reduzindo progressivamente a proporção de infecção), H10-R foi suscetível apenas para 

as concentrações mais altas de RVL e a eliminação completa da taxa de infecção não é 

alcançada mesmo após 120 h de exposição ao composto.  
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Figura 35. Ensaio de cinética de morte (time-Kill) com compostos triazóis contra os diferentes 
clones H10.  Eixo Y: taxa de infecção normalizada (%). Eixo X: tempo de exposição composto (período, 
em horas). Gradiente de concentração do composto (à direita) indica os valores representados por cada 
curva. As 10 curvas de concentração mostradas são: 4.000, 2.000, 500, 125, 31.3, 15.6, 3.91, 1.95, 0.12, 
0.06 nM para RVL e PSL. Os pontos indicam a média de dois experimentos independentes, as barras de 
erro indicam desvio padrão. 
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Tabela 21. Faixa de concentração dos compostos e média da taxa de infecção normalizada (%) 
em 72, 96, e 120 h de exposição contínua do clone H10-S aos compostos benznidazol, 
nifurtimox, posaconazol e ravuconazol. 

Clone H10-S 
Concentração 

(M) 
Média de taxa de infecção (%) 

72 h 96 h 120 h 

Benznidazol 
2,0x10-4  26,4 ± 14 15 ± 4,2 4,7 ± 0,4 

2,5x10-5 58 ± 22 35 ± 17,4 20,5 ± 5,5 

6,2x10-6 61 ± 14 43,8 ± 15,7 75,7 ± 20 

Nifurtimox 
2,5x10-5 11,4 ± 1.8 -5,5 ± 9,2 -0,4 ± 3,2 

1,2x10-5 14,5 ± 5.1 1,8 ± 0.7 7,2 ± 10,2 

6,2x10-6 54,3 ± 24.4 18,5 ± 24 18 ± 0,3 

Posaconazol 
5,0x10-7 16,6 ± 14.7 12,5 ± 1,6  7,1 ± 2,5 

3,1x10-8 15 ± 12.3 6,3 ± 4,4 2,8 ± 4,6 

3,9x10-9 14,1 ± 4.8 6,7 ± 5,9 4,6 ± 1,7 

Ravuconazol 
5,0x10-7 39,3 ± 10.3 6,5 ± 10,8 4,8 ± 1,9 

3,1x10-8 7,3 ± 4.5 13 ± 4,4 4,2 ± 3,1 

3,9x10-9 14,3 ± 9,7 13,7 ± 6,6 4,4 ± 3,4 

Dados representam a média ± desvio padrão de dois experimentos independentes 
 
 

4.9. Teste com outros compostos azólicos e não-azólicos inibidores da 
CYP51  
 

Após estudarmos o perfil de resistência do H10-R aos compostos triazóis RVL e 

PSL, investigamos se este clone também era resistente a outros azóis. Fluconazol (FCL), 

itraconazol (ITL), cetoconazol (KTL) e voriconazol (VRL) foram testados contra clones 

H10 e os resultados revelaram que o clone também era resistente a estes compostos. O 

FCL exibiu um valor máximo de atividade para H10-R (MA: 44%), aproximadamente 30% 

inferior ao atingido em H10-S (MA: 72,9%), o composto também apresentou menor 

potência nos clones resistentes (tabela 25). O ITL apresentou maiores valores de 

atividade máxima contra H10-S e H10-R (MA = 103,2% e 95,7%, respectivamente), mas 



 

 
 

148 

o composto foi 34,6 vezes menos potente contra H10-R do que contra H10-S - a mesma 

comparação foi observada nos clones H10-LT e H10-R-NP (dados não mostrados). 

KTL e VRL também apresentaram alta potência contra H10-S (EC50 <0,5 μM), 

mas os valores de EC50 foram maiores para clones resistentes (quando gerados), a 

eficácia de KTL e VRL também foi reduzida para H10-R, em comparação com clones 

susceptíveis (tabela 25). 

Tabela 22. Faixa de concentração dos compostos e média da taxa de infecção normalizada (%) 
em 72, 96, e 120 h de exposição contínua do clone H10-R aos compostos benznidazol, 
nifurtimox, posaconazol e ravuconazol. 

Clone H10-R 
Concentração 

(M) 
Média de taxa de infecção (%) 

72 h 96 h 120 h 

Benznidazol 
2,0x10-4  40,1 ± 6,5 31,3 ± 21 18,1 ± 11,1 

2,5x10-5 69 ± 14,7 20,2 ± 12,3 15,3 ± 11,1  

6,2x10-6 82,8 ± 1,8 71 ± 21,1 64,4 ± 2,8 

Nifurtimox 
2,5x10-5 19,6 ± 5,5 12,5 ± 2,8 13,8 ± 9,2 

1,2x10-5 23,4 ± 0,2 24,3 ± 3,3 13,3 ± 6,8 

6,2x10-6 69,4 ± 17,4 39,8 ± 0,5 41,7 ± 6,3 

Posaconazol 

5,0x10-7 99,1 ± 13,2 88,2 ± 18,7 99,4 ± 5,8 

3,1x10-8 61,2 ± 2,2 63,5 ± 11,3 75,4 ± 3 

3,9x10-9 74,8 ± 9,6 100,7 ± 0,1 
101,4 ± 

11,4 

Ravuconazol 
5,0x10-7 72 ± 21,4 29,6 ± 18,7 70,8 ± 16 

3,1x10-8 66 ± 2,6 57,1 ± 17,5 71,9 ± 9,6 

3,9x10-9 60,4 ± 5,6 67,1 ± 18,2 99,6 ± 13.1 

Dados representam a média ± desvio padrão de dois experimentos independentes 
 

Outros compostos que anteriormente demonstraram atividade contra T. cruzi 

também foram testados contra os clones resistentes e sensíveis. Os fenarimóis UDD 

(BS967) e UDO (BS1246) também foram testados, além da anfotericina B (AMB). Estes 

compostos fenarimóis já foram descritos como inibidores TcCYP51 de T. cruzi (204,264); 
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a AMB, utilizada como fármaco referência no tratamento de leishmanioses, também já 

foi reportada com atividade anti-T. cruzi  (265,266), mas não parece inibir a CYP51, uma 

vez que é provável que esta molécula se ligue ao ergosterol da membrana e forme os 

poros que resultam na lise celular (192,267). Imprevisivelmente, a AMB apresentou 

apenas uma atividade reduzida contra os clones H10 sensível e resistente, com valores 

máximos de atividade entre 35 - 40%, contrastando com relatórios anteriores na literatura 

e sugerindo que a atividade anti-T. cruzi da ANB pode ser cepa-específica ou estar 

sujeita a emergência de resistência, como discutido para o BZL.  

 

Tabela 23. Atividade anti-T. cruzi da anfotericina B, azóis e fenarimóis contra os clones H10-S e 
H10-R. 

 H10-S H10-R 

EC50, µM MA (%) EC50, µM MA (%) 
Anfotericina B ND 37 ND 39,4 

Fluconazol 25 ± 0,3 72.9 ND 44 

Itraconazol 
0,13 ± 

0,02 
103.2 4,5 ± 1,5 95,7 

Cetoconazol 
0,07 ± 

0,03 
83.7 

19,1 ± 

20,1 
61 

Voriconazol 
0,21 ± 

0,03 
83.3 ND 55,9 

BS0967 0,5 ± 0,4 91 1,1* 67,3 

BS1246 0,2 ± 0,12 88 
10,1 ± 

14,3 
72,7 

* dados obtidos em um único experimento. ND indica que o valor não pôde ser calculado. Os dados 
referem-se a média ± desvio padrão obtido de dois experimentos independentes. 

Em contraste, observou-se uma diferença mais acentuada na resposta dos clones 

sensíveis e resistentes aos inibidores azólicos e não-azólicos de CYP51. O clone H10-R 

apresentou resistência cruzada aos fenarimóis BS0967 e BS1246 (tabela 25). BS0967 
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apresentou um valor de EC50 44 vezes maior para o clone H10-R (10,1 μM) em 

comparação com o clone H10-S (0,2 μM). Menos variação foi observada para BS1246, 

cuja proporção dos valores de EC50 foi de apenas 2,4 vezes maior para o clone H10-R 

quando contrastada com H10-S; no entanto, ambos os fenarimóis apresentaram eficácia 

reduzida contra o clone resistente, quando comparado ao clone sensível.  

4.10. Identificação de uma mutação inédita na CYP51 dos clones 
resistentes ao ravuconazol  
 

Uma alteração de nucleotídeos, previamente não relatada, foi identificada nos 

clones resistentes (H10-R), mas não nos clones sensíveis (H10-S ou H10-LT); prevê-se 

que isso conduza a uma alteração do aminoácido codificado na enzima TcCYP51 em 

uma posição crítica que interfere o acesso dos compostos ao sítio de ligação na proteína 

alvo – o que inibiria sua atividade catalítica (dados não mostrados por questões de sigilo). 

Estudos de comparação de dados genômicos obtidos por sequenciamento de nova 

geração e modelagem de estruturas proteicas in silico estão sendo conduzidos em 

parceria com M. Miles (LSHTM – Londres, Reino Unido) a fim de melhor elucidar a 

mutação encontrada e o fenômeno de resistência do T. cruzi aos compostos inibidores 

da CYP51.  

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Com o intuito de prospectar compostos contra T. cruzi através de uma metodologia 

robusta, imparcial e biologicamente relevante, um ensaio de alto conteúdo foi 

desenvolvido e validado, utilizando a cepa Y infectando a célula humana de linhagem 

U2OS, para triagens em maior escala. Para validação do ensaio primário proposto, uma 

biblioteca com 1.604 amostras diversas foi submetida a triagem primária, seguida de 

ensaio secundário (confirmatório), no qual foi identificado e confirmado um composto 

análogo a auraquina D com potencial atividade anti-T. cruzi. O composto selecionado já 

foi descrito com atividade antiparasitária, porém sua atividade contra T. cruzi é inédita; a 

molécula será sintetizada em maior quantidade a fim de ser submetida a testes mais 

aprofundados contra outras cepas de T. cruzi e contra a possível estrutura alvo no 



 

 
 

151 

parasita. O ensaio desenvolvido foi considerado robusto e reprodutível para os padrões 

de screening fenotípico e vem sendo aplicado na triagem de bibliotecas químicas e de 

compostos naturais de diversos colaboradores no Brasil e no exterior; diversas 

colaborações realizadas durante o período deste projeto renderam publicações em 

periódicos especializados que podem ser consultados na seção de anexos deste 

trabalho.  

O ensaio primário também foi adaptado e validado para diferentes linhagens 

celulares, como THP-1, VERO, LLC-MK2, e L6 e também para outras cepas de T. cruzi 

pertencentes a diferentes DTUs: Sylvio X10/1, Arma13 cl1, ERA cl2, 92.80 cl2, Tula cl2 

e CL Brener. Os ensaios com diferentes cepas foram validados utilizando compostos 

referência e testando alguns compostos mais avançados no desenvolvimento de 

fármacos contra doença de Chagas (leads), entre estes, os compostos B e J exibiram o 

melhor perfil de atividade contra o painel de cepas e foram superiores ao benznidazol, 

tanto em termos de potência quanto eficácia, contra todas as cepas testadas. Ainda em 

relação a diferentes cepas, a biblioteca Pathogen Box foi triada contra Sylvio X10/1, Y 

clH10 e CL Brener, apresentando um perfil distinto de atividade para cada uma. Dos 400 

compostos testados, os compostos benzil-piperazinas MMV689028 e MMV689029 e os 

do grupo dos 2-aril axazólicos MMV688958 e MMV688795 foram os únicos selecionados 

como hits contra as três cepas de T. cruzi (1% da biblioteca); apesar de já terem atividade 

conhecida contra diversos kinetoplastídeos, o amplo espectro de ação dessas moléculas 

contra as cepas de T. cruzi aumenta o interesse dessa classe compostos como 

potenciais compostos antichagásicos. Outros 38 compostos foram selecionados como 

hits comuns entre duas cepas ou exclusivos para uma única cepa.  

A fim de verificar o efeito da célula hospedeira utilizada no ensaio de alto conteúdo, 

e sua consequência na seleção de compostos, a biblioteca de 1.280 compostos LOPAC 

foi testada contra amastigotas de Y clH10 infectando células das linhagens U2OS, THP-

1, VERO e L6. Os resultados da triagem primária renderam 82 compostos cuja atividade 

era superior a 50% de inibição e com toxicidade para células hospedeiras inferiores a 

50%. A partir destes compostos, apenas dois hits foram comuns a todas as linhagens de 

quatro células (2,4%), ou seja, existe uma baixa sobreposição de compostos 

selecionados quando células hospedeiras distintas são utilizadas em screening de 
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compostos contra T. cruzi. Os ensaios confirmatórios também foram realizados contra 

três cepas de T. cruzi (Sylvio X10/1, Y clH10 e CL Brener) infectando células hospedeiras 

U2OS; os compostos CB1954, entecavir, FPL 64176 e AEG3482 apresentaram potência 

e seletividade satisfatórias em pelo menos duas cepas de T. cruzi testadas. Enquanto 

CB1954 e entecavir já foram relatados como compostos com potencial anti-T. cruzi, a 

atividade de FPL 64176 e AEG3482 contra esse parasita nunca havia sido descrita. 

Testados em combinação com benznidazol e posaconazol, os compostos FPL 64176 e 

entecavir apresentaram um perfil de interação aditiva com esses fármacos. Concluímos 

que os resultados originados de ensaios fenotípicos de testes de compostos contra T. 

cruzi originado de diferentes cepas ou infectando linhagens celulares distintas são 

extremamente variáveis. Estes testes em um painel de cepas  e em linhagens de células 

distintas são importantes para uma seleção mais refinada de compostos de amplo 

espectro contra as cepas e com potencial de ação sobre diferentes células hospedeiras, 

o que pode prevenir falhas em etapas mais avançadas do desenvolvimento de 

compostos antichagásicos.  

Um outro estudo focou no perfil fenotípico de clone de T. cruzi selecionado in 

vitro com resistência ao ravuconazol. Em comparação com o clone parental, o clone 

resistente apresentou redução da fitness, evidenciada pela redução das taxas de 

replicação - tanto no estádio dos mamíferos quanto nos insetos -, bem como baixa 

infectividade e processo lento de diferenciação em epimatigotas. Além da resistência ao 

ravuconazol, o clone também é resistente a outros inibidores do CYP51 (azólicos e 

fenarimóis), mas não ao benznidazol, ao nifurtimox, ou à anfotericina B. As alterações 

fenotípicas observadas nos clones resistentes não foram devidas à cultura prolongada 

in vitro e não puderam ser revertidas removendo a pressão do composto ou após 

completar um ciclo de vida in vitro. Identificamos uma mutação inédita próxima ao sítio 

catalítico da TcCYP51 dos clones resistentes (mas não nos clones sensíveis - dados não 

mostrados). Considerado os dados obtidos nos ensaios fenotípicos com os clones 

sensíveis e mutantes, tal mutação parece ter efeitos farmacologicamente relevantes para 

a atividade de compostos inibidores de TcCYP51. Esta mutação está sendo atualmente 

melhor caracterizada a fim de determinar seu impacto no mecanismo de ação molecular 

dos inibidores na TcCYP51.  



 

 
 

153 

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram a validação de um ensaio 

fenotípico para triagem de compostos anti-T. cruzi com diversas cepas e tipos de células 

hospedeiras; o ensaio desenvolvido contribui para uma análise mais refinada na etapa 

inicial de descoberta de fármacos contra T. cruzi. Pela sua versatilidade, robustez e 

precisão, o ensaio também pode ser empregado na investigação de fenômenos 

biológicos específicos, como o estudo de clones de T. cruzi resistentes ao ravuconazol 

e sua caracterização fenotípica, aqui descrita. Além disso, nós selecionamos e 

confirmamos a atividade anti-T. cruzi de amplo espectro de ação de alguns compostos, 

não só em diferentes linhagens celulares infectadas, como também contra diferentes 

cepas de T. cruzi. Estes compostos promissores destacaram-se pela boa potência e 

eficácia, além de seletividade em relação a célula de mamífero; essas moléculas 

representam alternativas viáveis para serem explorados em ensaios in vivo e estudos de 

química medicinal a fim de determinar se existe um potencial para quimioterapia 

antichagásica.
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7. ANEXOS 

Os principais resultados obtidos nesta tese foram escritos em forma de manuscrito 

e serão submetidos para publicação em breve; os anexos I e II representam os 

manuscritos referentes às partes II e III desta tese, respectivamente. Além dos resultados 

principais aqui reportados e discutidos, o ensaio desenvolvido neste trabalho foi utilizado 

para triagem de compostos e estudos biológicos relacionados a projetos em colaboração.  

O ensaio fenotípico padronizado por nós foi usado num projeto associado ao 

consórcio internacional New Medicines for Trypanosomatidic Infections (NMTrypI, 

http//fp7-nmtrypi.eu), que integra centros de pesquisa, universidades e pequenas 

empresas de nove países e foi fomentado pela Comissão Europeia. Durante o curso do 

projeto, foi triada uma extensa biblioteca contendo 10.000 amostras de extratos de 

fungos e frações cromatográficas parcialmente purificadas (biblioteca MycoDiverseTM – 

HYPHA, Reino Unido), juntamente com cerca de 200 extratos de plantas medicinais 

africanas (biblioteca NCR, Sudão) e pequenas bibliotecas de compostos sintéticos. As 

amostras de produto natural ativas foram sub-fracionadas e reenviadas para o teste em 

soluções cada vez mais puras. As bibliotecas também têm sido testadas por nosso grupo 

contra L. infantum e T. brucei brucei; o objetivo é continuar testando as sub-frações 

sucessivas dos extratos contra os tripanosomatídeos até a obtenção de um produto 

purificado inédito com atividade antiparasitária. Algumas amostras da extratoteca 

apresentaram atividades promissoras nas triagens primárias contra T. cruzi, entretanto 

houve uma perda significativa de seletividade quando as frações derivadas foram 

testadas. Dentre os compostos sintéticos, destacaram-se as chalconas metoxiladas que 

apresentaram atividade satisfatória contra T. cruzi, T. brucei e L. infantum, além de não 

apresentarem toxicidade significativa contra células humanas (268) – anexo IV -. Outra 

classe de compostos que também foi explorada da porção sintética desta triagem foi a  

das aril tiossemicarbazonas, cujos compostos atingiram potência na ordem sub-

micromolar contra as três espécies de tripanossomatídeos, sem efeitos citotóxicos em 

células humanas (269) – anexo V -.       



 

 
 

 Em relação às bibliotecas menores de colaboradores, estas foram triadas 

seguindo o protocolo 2, inclusive com intuito de validar a reprodutibilidade e robustez 

deste ensaio, já que as amostras foram testadas pelo menos em duplicata. Foram 

triadas, mais de 1.000 amostras de 20 instituições distintas, entre extratos de plantas, 

fungos, bactérias a compostos sintéticos obtidos a partir de design racional. Das 

amostras testadas, diversos compostos sintéticos apresentaram atividades 

proeminentes contra T. cruzi, os principais resultados (publicados até então) estão 

resumidamente descritos a seguir.  

Uma série de inibidores da proteína farnesil-transferase com grupamento N-

benzilimidazol foi testada em nosso ensaio de alto conteúdo; quatro moléculas foram 

ativas, não só contra T. cruzi, mas também outros parasitas, como L. donovani, T. brucei 

e P. falciparum (Bosc, 2016) – anexo VI -.  
Uma pequena biblioteca de arilquinuclidinas quirais foi triada contra os 

amastigotas intracelulares de T. cruzi e foi traçada uma relação de estrutura-atividade 

com ênfase na quiralidade dos compostos testados (De Souza et al.a 2016) – anexo VII 
-; deste mesmo grupo com expertise em síntese química, foram enviados compostos 

bioesósteros de benzilfarnesilamina com potencial inibição de esqualeno sintase; os sete 

compostos foram testados contra T. cruzi e L. infantum e apresentaram inibição 

satisfatória das formas intracelulares destes parasitas (272) – anexo VIII -.  
Quatro análogos de nitrofurazona foram sintetizados racionalmente com intuito de 

agir sob diferentes vias: inibição da TcCYP51, via da cruzaína e através de liberação de 

espécies reativas de oxigênio; os compostos foram testados contra T. cruzi e eliminaram 

a infecção em células U2OS (273,274) – anexo IX -.  

Uma pequena biblioteca contendo 17 compostos 2-(1H-pirrolo[3,2-c]piridina-2-

il)propan-2-ois derivados de azaindóis tiveram a atividade tripanocida avaliada; três 

compostos exibiram atividade relativamente alta contra T. cruzi, no entanto também 

foram tóxicos para a célula hospedeira testada (275) – anexo X -. 

Inibidores de cruzaína foram desenvolvidos empregando grupos alternativos 

como warheads no lugar dos clássicos grupos nitrila, algumas dessas substituições 

geraram compostos com maior potencial de inibição da enzima cruzaína e também mais 



 

 
 

ativos contra amastigotas intracelulares, com seletividade satisfatória em relação a célula 

hospedeira (276) – anexo XI -.   
Quinze compostos derivados de nitrofurano foram racionalmente sintetizados e 

testados contra amastigotas de T. cruzi após seleção in silico por modelagem molecular 

e pré-triagem em formas epimastigotas; dois dos compostos mais ativos contra o parasita 

foram pelo menos 70 vezes mais potentes que o BZL e apresentaram um índice de 

seletividade superior a 200 (277,278) – anexo XII. Em colaboração com pesquisadores 

do ecossistema da Antártica, 326 bactérias extremófilas foram isoladas e identificadas 

em 39 gêneros distintos. O extrato de uma destas bactérias psicrotolerantes (isolado 99 

- Pseudomonas sp.) apresentou atividade anti-T. cruzi, além de atividade antiproliferativa 

sobre linhagens tumorais humanas e outras cepas de bactérias (279) – anexo XIII. 
Vinte e cinco análogos de 1,3-diaril-uréias e 1-((1,4-trans)−4-ariloxiciclohexil)−3-

aril-uréias foram testados para avaliar possível inibição da multiplicação de T. cruzi por 

meio da fosforilação da subunidade alfa da eIF2; um dos compostos (I-17) apresentou 

atividade contra as fases de inseto e de mamífero com alta potência e seletividade. O 

composto também foi capaz de inibir a replicação de T. brucei (280) – anexo XIV . 

Diversos outros compostos foram testados no ensaio de alto conteúdo contra T. 

cruzi; os resultados estão sendo atualmente submetidos em periódicos ou em vias de 

submissão, apresentadas em congressos nacionais e internacionais, além de 

contribuírem para dissertações, teses e projetos de post-doc. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Anexo I: 

Caio Haddad Franco, Laura Maria Alcântara, Eric Chatelain, Lucio Freitas-Junior and 
Carolina Borsoi Moraes. High content screening of pharmacologically active 
compounds against Trypanosoma cruzi: impact of different host cell lineages in hit 
selection and novel candidates for Chagas disease 

Manuscrito em preparação a ser submetido para publicação em revista indexada.  

 

Abstract 

High content screening (HCS) technology enables the triage of a large quantity of 
molecules within a relatively short period in an efficient and robust fashion. Because 
Trypanosoma cruzi is promiscuous with regards to host cell infection, virtually any 
mammalian cell can be used for in vitro anti-T.cruzi phenotypic screening assays. 
However, cellular dynamics and host-parasite interactions may play important role when 
assessing the potential anti-chagasic effect of compounds. To verify this hypothesis, we 
have screened a pharmacologically active molecule library of 1,280 compounds, at 10 
µM, using four distinct cell lineages infected with T. cruzi Y strain: human U2OS, human 
THP-1, monkey VERO and rat L6 cell lines. Depending on the host cell used, different 
phenotypic readouts were observed following parasite infection for 120 h: the average 
infection ratio observed for L6 cells was about 2.5-fold that detected for VERO cells; 
likewise, the average number of amastigotes per infected cell was nearly 10-fold higher 
in L6 cells when compared to VERO cells; values of infection ratio and average 
amastigotes per infected cell detected in THP-1 were also relatively high (76% and 13, 
respectively), while intermediate records were obtained for U2OS (52% and 5, 
respectively). Primary screening results yielded 82 compounds whose activity were 
superior to 50% inhibition and with toxicity to host cell lower than 50%. From these 
compounds, only two hits were common to all four cell lineages (2.4%), nine were shared 
by three cell lineages (11%), 20 compounds were common for two cell lineages (24.4%) 
and 51 were exclusively selected from a single cell lineage (62.2%). Infected U2OS cell 
lineage was the most sensitive hit-generation system, as 27 exclusive compounds were 
identified when using this cell line as host cell; conversely, THP-1 and L6 infected cell 
lineages had the lowest hit rates, generating six and five exclusive hit compounds, 
respectively. Confirmatory dose-response assays were performed against three T. cruzi 
strains (Y, CL Brener and Silvio X10/1) infecting U2OS host cells; compounds CB1954, 
FPL64176, AEG3482 and entecavir presented EC50 values lower than 10 µM and CC50 
higher than 100 µM for at least two T. cruzi strains. Combinatory tests between entecavir 
and FPL64176 with reference drugs benznidazole and posaconazole revealed that 
additive interactions occurred among them, no antagonistic effects were observed. These 
compounds could be repurposed or serve as starting molecules for the development of 
novel anti-chagasic drugs. 
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Abstract 

In order to study triazole resistance in Trypanosoma cruzi, a clone of the Y strain was 
cultured under increasing on/off concentrations of ravuconazole, until in vitro stability was 
achieved at 500 nM of this drug. The resistant clone exhibited a relatively low infection 
ratio and a reduced number of intracellular amastigotes, when compared to the wild-type 
clone; it also presented a slowed epimastigogenesis process and decelerated growth in 
this stage; the differentiation into epimastigotes did not occur in the presence of 
ravuconazole. In drug activity assays, ravuconazole was at least 1,000-fold less potent to 
resistant clone, when compared to the wild-type. The Resistance was maintained even 
after several weeks off of ravuconazole and also after passing the parasite through the 
complete in vitro life cycle. A novel mutation was detected close to an enzyme active site 
that appears to have potentially biochemical relevant effects on the efficiency of CYP51 
inhibitor drugs. Since the mutation is associated with a decrease in the therapeutic 
efficiency of ravuconazole, we assume it restricts the access of the drug to the 6th 
coordination site of the iron in the spatially restricted area of the active site. We have also 
discovered cross-resistance to other azole compounds (posaconazole, fluconazole, 
ketoconazole, voriconazole and Iitraconazole) and to non-azole CYP51 inhibitors (UDD 
and UDO) but not to standard anti-T. cruzi drugs that act independently of CYP51, such 
as benznidazole and nifurtimox.  
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