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RESUMO 

 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA E DA SEGURANÇA 

TERAPÊUTICA DE UM COMPOSTO BENZOFUROXANO DERIVADO 

 

AUTOR: Letícia dos Santos Petry 

ORIENTADORA: Silvia Gonzalez Monteiro 

 

 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, pertencente a 

família Trypanosomatidae, afeta mais de 8 milhões de pessoas no mundo. Este parasito possui 

ciclo biológico heteroxeno e passa por diferentes formas evolutivas no interior dos seus 

hospedeiros. A doença de Chagas representa um grande problema de saúde pública no Brasil e 

na América Latina, sendo descrita como uma das doenças mais negligenciadas do mundo. 

Mesmo após mais de cem anos de seu descobrimento, esta enfermidade não possui um 

tratamento seguro e totalmente eficaz. Atualmente, apenas dois medicamentos estão 

disponíveis para o tratamento, o Benznidazol e o Nifurtimox, contudo, ambos apresentam 

diversos efeitos colaterais e são  tóxicos. Dessa forma, a busca por novos fármacos é necessária, 

sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar um derivado benzofuroxano sintetizado, 

avaliando sua citotoxicidade e genotoxicidade in vitro, bem como, avaliar a sua atividade 

tripanocida in vitro e in vivo frente ao T. cruzi. Para isso, primeiramente foi realizada a síntese 

do composto, que foi denominado conforme IUPAC como “5-((5-(4-metoxifenil)-1,3,4-

oxadiazol-2-il)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol-N-óxido” e como composto EA2 para este 

trabalho. O processo de síntese foi realizado no LabSelen Nanobio (UFSM), laboratório que 

atuou em parceria neste estudo. O composto foi caracterizado por RMN de 1H e de 13C,  foi 

realizada a análise da citotoxicidade pelo método de exclusão por azul de tripam, o ensaio 

cometa alcalino foi realizado para avaliar a genotoxicidade e para avaliar a mutagenicidade foi 

realizado o teste de micronúcleo, para estes testes o composto foi  diluído em três diferentes 

concentrações: 10 µM/mL, 50 µM/mL e 100 µM/mL. Nas concentrações testadas, o composto 

não apresentou atividade mutagênica, contudo, apenas a menor concentração não apresentou 

efeitos citotóxicos e genotóxicos. Para o teste in vitro frente a formas epimastigostas de T. cruzi, 

o composto foi diluído em três diferentes concentrações (0,25%, 0,50% e 1%) e avaliado 24, 

48 e 72 horas após a incubação. O composto EA2 apresentou atividade tripanocida in vitro nas 

três concentrações testadas. Após este teste foi realizado o teste in vivo. O composto foi testado 

em três diferentes doses:, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg e 10 mg/kg e os animais foram divididos em dez 

grupos (5 animais/grupo), sendo quatro grupos de animais não infectados (A, G, H, I) e seis 

grupos de animais infectados (B, C, D E, F, J). Os grupos B e J eram os controles negativo e 

positivo, respectivamente. Os grupos G, H e I foram utilizados a fim de comprovar que o 

composto não era tóxico para animais sadios. O composto EA2 não apresentou eficácia 

curativa, contudo, foi capaz de retardar o início da parasitemia nos animais tratados, bem como, 

reduzir significativamente a contagem de parasitos nos grupos D e E, além disso, o composto 

não induziu a alterações nos parâmetros hematológicos, hepáticos e renais em animais não 

infectados, demostrando, neste estudo, não ser tóxico, contudo mais testes são necessários a fim 

de comprovar a segurança do composto EA2 para a saúde, visto que, este foi o primeiro estudo 

com a molécula sintetizada. 

 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Doença de Chagas. Composto EA2.  
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ABSTRACT 

 

 

EVALUATION OF TRIPANOCIDAL ACTIVITY AND THERAPEUTIC SAFETY OF 

A BENZOFUROXAN COMPOUND DERIVED 

 

AUTHOR: Letícia dos Santos Petry 

ADVISER: Silvia Gonzalez Monteiro 

 

 

Chagas disease affects more than 8 million people worldwide and is caused by the flagellated 

protozoan Trypanosoma cruzi, which belongs to the Trypanosomatidae family. This parasite 

has a heteroxenous biological cycle with different evolutionary forms within its hosts. Chagas 

disease is a major public health concern in Brazil and Latin America and has been described as 

one of the most neglected diseases in the world. Even after more than a hundred years since its 

discovery, there is no safe and totally effective treatment for this disease; only two drugs, 

benznidazole and nifurtimox, are currently available to treat Chagas disease. Both drugs are 

highly toxic and have several side effects. In addition, the use of nifurtimox is prohibited in 

Brazil. Thus, the search for new drugs for this disease is necessary. The objectives of this study 

were to synthesize a benzofuroxane compound and evaluate its cytotoxicity and genotoxicity 

in vitro and to evaluate its trypanocidal activity in vitro and in vivo against T. cruzi. 5-((5-(4-

Methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)carbamoyl)benzo[c][1,2,5]oxadiazole-N-oxide was 

synthesized by our collaborator, LabSelen Nanobio (UFSM), and is referred to as compound 

EA2. The compound was characterized by 1H and 13C NMR. Its cytotoxicity was determined 

using the trypan blue exclusion method, and its genotoxicity was determined using the alkaline 

comet assay. Mutagenicity was evaluated using the micronucleus test. For these tests, three 

different concentrations of EA2 were used: 10 µM/mL, 50 µM/mL, and 100 µM/mL. The 

compound did not show any mutagenic activity at any of the concentrations tested. Moreover, 

only 10 µM/mL EA2 did not show cytotoxic or genotoxic effects. For the in vitro test against 

epimastigost forms of T. cruzi, the compound was used at three different concentrations (0.25%, 

0.50%, and 1%) and the effects were evaluated after 24, 48, and 72 h of incubation. EA2 showed 

trypanocidal activity in vitro at all three concentrations. Subsequently, an in vivo test was 

performed using three different doses: 2.5 mg/kg, 5 mg/kg and 10 mg/kg. Test animals were 

divided into ten groups (5 animals per group): four groups consisting of uninfected (A, G, H, I) 

and six groups of infected (B, C, D, E, F, J) animals. Groups B and J were the negative and 

positive controls, respectively. Groups G, H, and I were used to demonstrate that the compound 

was not toxic to healthy animals. EA2 did not show any curative effects in vivo, but it was able 

to delay the onset of parasitemia in the treated animals as well as significantly reduce the 

parasite count in groups D and E. In addition, the compound did not alter hematological 

parameters or affect the liver and kidneys of uninfected animals, indicating that EA2 is not 

toxic. Nevertheless, further tests are necessary to prove the therapeutic safety of EA2. 

 

Keywords: Trypanosoma cruzi. Chagas disease. Compound EA2. 
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APRESENTAÇÃO 

 

As metodologias e resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob forma 

de dois artigos científicos que, demonstram a síntese de uma nova molécula, um composto 

derivado dos benzofuroxanos que foi estudado para verificar a açãosobre T. cruzi. Este 

documento está organizado conforme o manual de teses e dissertações da Universidade Federal 

de Santa Maria (MDT-2015-UFSM). As seções MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS, 

DISCUSSÃO e REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS, encontram-se nos próprios artigos. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS, no final deste documento, se referem apenas 

a INTRODUÇÃO e a REVISÃO BIBLIOGRÁFICA desta tese. O artigo I (CYTOTOXICITY 

AND GENOTOXICITY OF A BENZOFUROXAN DERIVATIVE, IN VITRO) está nas 

normas da revista “Química Nova”. O artigo II (IN VITRO and IN VIVO TRYPANOCIDAL 

ACTIVITY OF A BENZOFUROXAN DERIVATIVE AGAINST Trypanosoma cruzi) está nas 

normas da revista “Experimental Parasitology”. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A doença de Chagas, causada pelo protozoário flagelado T. cruzi, é uma enfermidade 

endêmica em mais de 21 países do continente americano, sendo descrita como uma doença 

negligenciada, visto que, atinge principalmente populações com poucos recursos financeiros e 

dessa forma, não atraem a atenção da indústria farmacêutica. Além disso, segundo a Fundação 

Oswaldo cruz, a doença de Chagas pode ser chamada de “doença silenciosa ou silenciada” não 

apenas por apresentar curso clínico lento e muitas vezes assintomático, mas  também por ser 

uma doença que afeta populações mais pobres, que não tem voz política ou acesso à serviços 

de saúde.   

 Os fármacos utilizados para o tratamento da doença de Chagas são tóxicos e possuem 

diversos efeitos colaterais, como, náuseas, vômitos, dermatite esfoliativa, exantema, cefaléia, 

urticária, fraqueza muscular, dentre outros. Em um estudo realizado por Pontes e colaboradores 

(2010), analisando as reações adversas (RA) produzidas pelo tratamento com o Benznidazol 

(Bz), os autores relataram que 87,5% dos pacientes tratados apresentam algum tipo de RA, 

sendo que, destes, 28,57% interromperam o tratamento. Além disso, os tratamentos disponíveis 

não apresentam efeito curativo na fase crônica da doença (CASTRO, 2006). Dessa forma, a 

busca por novos fármacos é necessária. 

 Os derivados dos benzofuroxanos (N-óxido-benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol) são 

moléculas capazes de gerar espécies reativas de oxigênio/nitrogênio (EROs/ERNs), sendo que, 

a principal espécie reativa gerada é o óxido nítrico (ON) (JOVENÉ et al, 2013).  O ON é um 

importante mensageiro que participa de diversos processos fisiológicos e patológicos, sendo 

descrito como um potente agente antimicrobiano (BOIANI et al., 2008). Diversos grupos de 

estudo têm avaliado a atividade dos derivados benzofuroxanos frente a protozoários como T. 

cruzi e Leishmania sp. e os resultados têm sido bastante promissores. Estes estudos baseiam-se 

na modificação da cadeia lateral do núcleo furoxânico e grupamentos ligados ao anel 

benzofuroxânico (AGUIRRE et a., 2005; CERECETTO et al., 2005; OLEA-AZAR et al., 2003; 

BOIANI et al, 2008; CASTRO et al., 2009). Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar 

um derivado de benzofuroxano sintetizado, frente ao T. cruzi, in vitro e in vivo, bem como, 

avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade in vitro do composto em cultura de leucócitos e 

também avaliar as alterações hematológicas e bioquímicas induzidas pelo tratamento com o 

composto em animais sadios. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Trypanosoma cruzi 

T. cruzi (CHAGAS, 1909) é um protozoário flagelado, pertencente a ordem 

Kinetoplastida e família Tripanosomatidae. Morfologicamente, o protozoário apresenta três 

formas evolutivas (Figura 1) identificadas por microscopia ótica, de acordo com a posição do 

cinetoplasto em relação ao núcleo da célula e à emergência do flagelo: amastigota, epimastigota 

e tripomastigota (MARTINS et al., 2012). 

As formas amastigotas, encontram-se nos tecidos dos vertebrados e são caracterizadas 

por apresentarem formato arredondado ou ovalado, aproximadamente 5 µm de comprimento, 

núcleo grande, cinetoplasto visível, flagelo reduzido/inaparente e ausência de membrana 

ondulante. As formas tripomastigotas, localizam-se tanto no hospedeiro vertebrado 

(tripomastigota circulante), quanto no hospedeiro invertebrado (tripomastigota metacíclico) e 

caracterizam-se por apresentar forma de “C”. A forma metacíclica possui em torno de 17 µm e 

a forma circulante aproximadamente 25 µm de comprimento, membrana ondulante e flagelo 

livre, cinetoplasto volumoso localizado próximo ao flagelo (TELLERIA et al., 2006). A forma 

epimastigota se caracteriza pelo cinetoplasto anterior ao núcleo, membrana ondulante curta e 

flagelo livre bem desenvolvido, com 20 a 40 µm de comprimento (TYLER; ENGMAN, 2001; 

BURLEIGH; WOOLSEY, 2002).  Até pouco tempo atrás acreditava-se que apenas a forma 

tripomastigota metacíclica era capaz de infectar hospedeiros mamíferos, no entanto, em 2017, 

em trabalho publicado por Kessler e colaboradores, foi descrito que a forma epimastigota recém 

diferenciada também é capaz de infectar hospedeiros mamíferos, quebrando um paradigma 

centenário.  

  Figura 1: Formas evolutivas de T. cruzi (a) forma tripomastigota circulante, (b) forma amastigota, (c) forma 

epimastigota. Fonte: FIOCRUZ. 
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O ciclo de vida do T. cruzi é heteroxeno, envolvendo um hospedeiro invertebrado 

(Triatomíneo), que atua como vetor do parasito e, uma grande variedade de hospedeiros 

mamíferos, sendo o homem o hospedeiro definitivo mais relevante. Ao ser ingerido pelo inseto 

vetor, o T. cruzi, passa por uma série de transformações ao longo do tubo digestivo do inseto. 

As formas sanguíneas ingeridas diferenciam-se em epimastigotas, os quais passam a se 

multiplicar por divisão binária e colonizam o tubo digestivo do triatomíneo. Ao atingirem a 

porção posterior do intestino, em especial a ampola retal, os epimastigotas ficam aderidos ao 

epitélio intestinal, onde se transformam em tripomastigotas metacíclicos (metacliclogênese), os 

quais são eliminados juntamente com as fezes e urina quando o triatomíneo realiza o repasto 

sanguíneo (BRENER et al., 2000). Uma vez infectado, o inseto permanecerá assim por toda a 

vida, contudo, excepcionalmente a infecção pode ser eliminada a longo prazo (DIAS et al., 

2006). 

As formas tripomastigotas metacíclicas, eliminadas junto com as fezes e urina do 

triatomíneo, penetram no local da picada ou por qualquer solução de continuidade, o parasito 

não penetra na pele íntegra do hospedeiro vertebrado. Através da circulação vão em direção aos 

tecidos, onde diferenciam-se em amastigotas. O parasito multiplica-se no interior da célula e, 

após alguns dias, diferenciam-se novamente em tripomastigotas que rompem a célula infectada 

e retornam a circulação, indo em direção a outros tecidos ou reiniciando o ciclo de transmissão, 

caso um inseto vetor ingira as formas tripomastigotas circulantes ao realizar o repasto sanguíneo 

(BRENER, 2000; COURA; DIAS 2009).  

  Figura 2:Ciclo biológico do T. cruzi. Fonte: RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010. 
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O comportamento do T. cruzi não é homogêneo e, varia de acordo com a cepa. Sendo 

que, diferentes cepas podem exibir características biológicas distintas, como taxa de 

crescimento, curvas de parasitemia, virulência, resistência ao tratamento, perfil antigênico e 

tropismo tecidual, podendo afetar células musculares, cardíacas ou digestivas (ANDRADE et 

al., 1999). A morfologia pode variar de uma cepa para outra, por exemplo, a cepa Y é mais 

delgada que a cepa CL (BUSCAGLIA; DINOIA, 2003).  

Na infecção com a cepa Y verifica-se elevado macrofagotropismo, alta virulência, 

susceptibilidade ao tratamento (Nifurtimox e Benznidazol), pico parasitêmico do 7° ao 12° dia 

pós infecção, as cepas 21 SF e Peruana apresentam curso parasitêmico mais lento e miotropismo 

por células musculares cardíacas, a cepa Famema apresenta baixa parasitemia, baixa virulência, 

pico parasitêmico ao redor do 20° dia pós infecção e miotropismo por células musculares 

cardíacas, enquanto a cepa Colombiana é altamente resistente ao tratamento, apresenta curso 

lento, com o pico parasitêmico ao redor do 30° dia pós infecção e nítido tropismo por células 

musculares esqueléticas (ANDRADE et al., 1985; DEVERA et al., 2002; PERINETTI et al., 

2003).  

 

2.2. Transmissão 

O mecanismo tradicional de transmissão do T. cruzi é a via vetorial, que ocorre através 

do contato das fezes e urina do inseto vetor com a pele lesionada do hospedeiro/reservatório no 

momento em que o triatomíneo realiza o repasto sanguíneo. Existem mais de 130 espécies de 

triatomíneos capazes de transmitir o T. cruzi. No Brasil, atualmente, contabiliza-se a existência 

de 65 espécies, sendo Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. sordida e 

Panstrongylus megistus,  as cinco principais espécies que têm, ou tiveram, participação 

relevante na transmissão domiciliar (SILVEIRA; FEITOSA; BORGES 1984; GALVÃO  et al., 

2003; GALVÃO, 2014). Em 2006 o Brasil recebeu da OMS certificação da Interrupção da 

Transmissão da Doença de Chagas pelo principal vetor domiciliado, T. infestans, contudo, de 

acordo com o Boletim Epidemiológico da Secretária de Vigilância em saúde do Ministério da 

Saúde, no período de 2007 a 2011, identificou-se a persistência de focos de T. infestans em 

quatro municípios do Estado da Bahia (Itaguaçu da Bahia, Ibipeba, Novo Horizonte e 

Tremedal) e em 12 municípios do Rio Grande do Sul (Ajuricaba, Alegria, Coronel Barros, 

Doutor Maurício Cardoso, Giruá, Humaitá, Ijuí, Independência, Porto Mauá, Salvador das 

Missões, Santo Cristo e São José do Inhacorá) (SECRETÁRIA DE VIGILÂNCIA EM 

SAÚDE, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 
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Os triatomíneos (Figura 3), são insetos pertencentes a ordem Hemiptera, família 

Reduviidae, subfamília Triatominae, possuem tamanho variando de 0,5 a 4 cm de comprimento, 

estritamente hematófagos, apresentam em geral hábitos noturnos e metamorfose parcial (cinco 

estágios evolutivos, adquirindo asas apenas no último – adulto). Vivem, em média, entre 1 e 2 

anos, com evolução de ovo a adulto de 3 a 8 meses. São insetos lentos, pouco agressivos, de 

voo difícil, grande capacidade reprodutora e uma enorme capacidade de resistência ao jejum 

(COURA; DIAS, 1997; GALVÃO, 2014). 

 

  Figura 3: Principais gêneros de Triatomíneos vetores do T. cruzi: (a) Triatoma sp., (b) Rhodnius sp., (c) 

Panstrongylus sp. Fonte: Atlas iconográfico dos triatomíneos do Brasil (2014) 

 

A capacidade vetorial dos triatomíneos depende de alguns de seus atributos, como maior 

grau de antropofilia e metaciclogênese (produção de grande número de formas infectantes de 

T. cruzi), e de um menor tempo entre repasto sanguíneo e dejeção, pois se o triatomíneo defecar 

no ninho, a transmissão do T. cruzi não ocorre (MONTEIRO, 2017). 

Além da via vetorial, o T. cruzi pode ser transmitido por via oral, transfusional, 

transplacentária, acidental e através de transplante de órgãos. A via oral ocorre através da 

ingestão de alimentos contaminados com o protozoário, como o leite materno de mãe infectada, 

carne crua ou mal cozida de animais infectados, ou ainda, através da ingestão de alimentos 

contaminados, quando os triatomíneos depositam suas fezes infectadas na superfície de 

alimentos ou ingredientes alimentícios ou, ainda, quando eventualmente, os insetos são 

triturados durante o processamento dos alimentos, como açaí e a cana-de-açúcar. Atualmente, 
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esta é a principal forma de transmissão da doença de Chagas aguda na América Latina 

(PASSOS et al., 2012; SOUZA; POVOA, 2016).   

Experimentos testando a infecção oral por T. cruzi em camundongos mostraram que 

tripomastigotas metacíclicos são capazes de invadir o epitélio gástrico como porta de entrada 

para infecção sistêmica.  As formas metacíclicas não são digeridas pelo suco gástrico, visto que, 

expressam em sua superfície moléculas do tipo mucina, altamente glicosiladas e extremamente 

resistentes à degradação proteolítica. No entanto, algumas cepas são mais eficientes em infectar 

os hospedeiros pela via oral, enquanto outras, são menos eficientes. Cepas que que contém a  

molécula de superfície gp90 tem sua capacidade infectiva aumentada quando em contato com 

o ácido clorídrico, resultando em altos níveis de parasitemia e elevada mortalidade em 

camundongos infectados experimentalmente (SILVA-DOS-SANTOS, et al., 2017; 

ALBUQUERQUE et al., 2018). 

A transmissão transfusional, é mais comum em países não endêmicos, contudo, várias 

estratégias têm sido adotadas para prevenção e controle desta via de transmissão e, países  como 

Estados Unidos, Canadá, Espanha, França, Suíça e Austrália já introduziram estratégias de 

triagem sorológica no processo de triagem de candidatos à doação de sangue (ANGHEBEN et 

al., 2015). Esta via de transmissão depende de alguns fatores como a presença do protozoário 

no sangue ou no componente transfundido, tipo de produto sanguíneo infectado transfundido, 

estado imunológico do receptor, qualidade na triagem clínico-epidemiológica, sensibilidade dos 

testes sorológicos empregados no processo de triagem dos candidatos à doação (DIAS; 

SCHOFIELD, 1998; COURA; DIAS, 2009; MORAES-SOUZA; FERREIRA-SILVA 2011). 

A transmissão congênita pode ocorrer em qualquer trimestre da gestação, sendo mais 

comum entre a 22° e a 37° semana e, parece depender de fatores ligados ao parasito e ao 

hospedeiro. Além disso, pode ocorrer durante a passagem no canal do parto, pelo contato das 

mucosas do feto com o sangue da mãe infectada (REICHE et al., 1996). A fase aguda da 

infecção materna apresenta maior risco de transmissão que a fase crônica, uma vez que, a 

parasitemia é mais elevada e persistente. A infecção congênita pode ocorrer em 71% dos recém-

nascidos de mães com infecção aguda durante a gravidez e em 1,6% na fase crônica de doença 

(REICHE et al., 1996; MORETTI et al.,2005).  

A transmissão acidental pode ocorrer em diferentes contextos, como em ambientes 

laboratoriais e hospitalares, nos quais pode ocorrer contato com sangue contaminado de 

paciente ou animais de laboratório infectados, contato com cultura de tecidos ou, ainda em 

ações de captura de triatomíneos, por exemplo. São diversos os fatores de risco na transmissão 

acidental variando desde a falta de atenção, desconhecimento dos riscos, mau uso de 
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equipamentos de proteção individual, instalações ou equipamentos inadequados e má 

iluminação (DIAS; AMATO NETO, 2011).   

A transmissão através de transplante de órgãos, ocorre quando o receptor recebe órgão 

de doador infectado pelo T. cruzi, casos já foram documentados em transplantes de coração, 

fígado, medula óssea, pâncreas e rim (CHOCAIR et al.,1981; DIAS; AMATO NETO; 2011). 

Neste caso, o paciente transplantado apresenta a forma aguda da doença com febre, nódulos 

cutâneos eritematosos, hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, mialgias, cefaleia 

(GONTIJO; SANTOS, 2009). No Brasil, a portaria 2.600 de 2009, que aprova o Regulamento 

Técnico do Sistema Nacional de Transplantes, estabelece que a sorologia para a infecção por 

T. cruzi é obrigatória e a “equipe informará se aceita” rins, fígado, pâncreas e pulmão, uma vez 

que, o coração de pacientes chagásicos não pode ser doado. Quando o doador é sadio e o 

receptor é positivo para doença de Chagas, há risco de reativação da cepa, devido ao tratamento 

com imunosupressores (DIAS, 1997; PINAZO et al., 2011). 

 

2.3.Doença de Chagas 

 

2.3.1. Breve histórico e panorama atual: 

A doença de Chagas, conhecida também como tripanossomíase americana, é uma 

importante zoonose resultante da infecção pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi. Esta 

enfermidade existe há milhões de anos como uma enzootia de animais silvestres e há indícios 

da infecção humana pelo protozoário há pelo menos cinco mil anos A.C, identificadas em 

múmias no deserto do Atacama (Chile). Contudo, este parasito foi identificado pela primeira 

vez em 1909, pelo pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, o qual havia sido designado 

para controlar a infecção por malária nos trabalhadores envolvidos na construção da Estrada de 

Ferro Central do Brasil, na região norte de Minas Gerais.  Chagas teve sua atenção despertada 

por um inseto hematófago que se proliferava nas frestas das casas de pau-a-pique, os quais eram 

chamados de barbeiros pela população local, pois ao se alimentarem apresentavam predileção 

por sugar o sangue da face. Ao examinar estes insetos, Chagas, verificou a presença de 

numerosos flagelados em seu conteúdo intestinal (CHAGAS, 1909).  

Chagas enviou alguns exemplares dos hemípteras ao instituto do qual fazia parte. O 

então diretor do instituto, Dr. Oswaldo Cruz, infectou um macaco da espécie Cllithrix 

penicillata com o protozoário, e, após 20 ou 30 dias, os flagelados foram encontrados no sangue 

periférico do macaco. Ao analisar o protozoário, notou que ele era semelhante às espécies de 

Trypanosoma. Chagas realizou estudos com outras espécies de animais e notou que o 
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protozoário era patogênico não só para o macaco, mas também para cobaias, coelhos, cães. 

Com essa informação, Chagas retornou ao local onde havia encontrado os primeiros exemplares 

dos hemípteras infectados e ao analisar o sangue dos moradores locais, encontrou os mesmos 

flagelado descobrindo que o protozoário também era patogênico ao humano (CHAGAS, 1909).  

Desde então passaram-se mais de 110 anos do descobrimento da doença de Chagas, que 

continua no rol das doenças negligenciadas e segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

(2020), atinge cerca de 6 a 7 milhões de pessoas em todo o mundo. As estatísticas estimam que 

menos de 10% das pessoas com esta enfermidade recebem o diagnóstico e menos de 1% 

recebem o tratamento adequado, sendo que 65 milhões de pessoas vivem sob o risco de adquirir 

a infecção. No Brasil, estima-se que a infecção atinge entre 1,9 milhões e 4,6 milhões de 

pessoas, uma vez que, dados sobre a doença de Chagas são bastante limitados (DIAS et al., 

2016) e apenas neste ano (2020), a doença de Chagas crônica foi incluída na lista de doenças 

de notificação compulsória (Portaria 264, 17 de fevereiro de 2020), visto que, anteriormente 

apenas a doença aguda era de notificação obrigatória.  

De acordo com o último Boletim Epidemiológico do Ministério da Saúde (2020), entre 

2007 a 2019 foram confirmados 3.060 casos de doença de Chagas aguda, com média de 222 

casos/ano, sendo que a via de transmissão com maior número de casos foi a via oral. Além 

disso, 53,56% dos infectados eram do sexo masculino e apresentavam média de idade de 32 

anos (±20,15) e menos de 2% dos casos eram em gestantes. Ainda de acordo com o Boletim 

Epidemiológico (2020) no período de 2007 a 2017, foram registradas 51.293 mortes pela 

doença de Chagas, ou seja, em torno de 4.663 óbitos por ano, superando a média anual de óbitos 

atribuídos à tuberculose (4.616) e às hepatites virais (2.815) no mesmo período. 

Destaca-se, ainda, o impacto da doença de Chagas em relação aos anos de vida perdidos 

em decorrência das incapacidades atribuídas a doença  - DALY (Anos de vidas perdidos 

ajustados por incapacidades, que é a soma do valor de dois indicadores: YLL- Anos de vida 

perdidos por morte prematura e YDL: Anos perdidos devida à incapacidade). Em estudo 

realizado entre 2000 a 2010 estimou-se um total de 7.402.559 DALY devido à cardiomiopatia 

chagásica, sendo 674.645 (9%) devido a YLL e 6.727.914 (91%) a YLD (Da NÓBREGA; 

ARAÚJO; VASCONCELOS, 2014). Além disso, a doença de Chagas tem elevado impacto 

econômico, em um estudo realizado na Colômbia (CASTILLO-RIQUELME et al., 2008), 

calculou-se o gasto médio estimado no tratamento de um paciente crônico ao longo da vida e 

estimou-se que o valor poderia chegar à U$$ 11.619, neste mesmo estudo calculou-se que o 

ônus econômico do cuidado médico para todos os pacientes com a doença crônica é em torno 

de U$$ 267 milhões/ano. No Brasil, a doença de Chagas têm impacto direto na Previdência 
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social e em serviços do INSS, sendo que entre 2007 e 2019 foram disponibilizados cerca de 

13.500 benefícios de auxílio doença no Brasil, com média de 1.000 benefícios/ano (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). 

Atualmente, devido a globalização, a doença de Chagas também passou a ser importante 

em outros países, visto que, indivíduos infectados se dispersaram para áreas não endêmicas 

como América do Norte e Europa. Acredita-se que cerca de 72 mil pessoas infectadas pelo T. 

cruzi vivam em países da Europa (ECDC, 2014). O evento da globalização propicia aumento 

no risco de transmissão transfusional em países não endêmicos, contudo alguns países têm 

adotado estratégias de triagem sorológica para reduzir estes riscos (SCHMUNIS, 1991; 

ANGHEBEN et al., 2015). Além disso, no Brasil, em decorrência da elevada taxa de migração, 

ocorrida nas últimas décadas, o número de casos em zonas urbanas é maior do que em zonas 

rurais (figura 4).  

Figura 4: Distribuição dos casos autorreferidos para doença de Chagas, segundo município de residência, 

dezembro/2015, Brasil. Fonte: Boletim Epidemiológico, Ministério da Saúde, 2020. 

 

 

2.3.2. Formas da doença de Chagas e diagnóstico: 

2.3.2.1. Fase aguda: 

 De acordo com a classificação internacional de doenças e problemas 

relacionados à saúde (CID 10), a doença de Chagas aguda é definida como uma doença com 

sinais ou sintomas quase sempre inespecíficos, que pode evoluir para a fase crônica 
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(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). A fase aguda ocorre após alguns dias da infecção e o 

período de incubação pode variar de acordo com a forma de transmissão, sendo de 4 a 15 dias 

na forma vetorial e de 3 a 22 dias na transmissão por via oral, por exemplo. Os sinais clínicos 

e sintomas que o indivíduo infectado pode apresentar são febre persistente com duração de 30 

a 45 dias associada a uma ou mais das seguintes manifestações clínicas: edema de face ou de 

membros, exantema, artralgia, cefaleia, mialgia, adenomegalia, hepatomegalia, 

esplenomegalia, cardiopatia aguda, icterícia, manifestações hemorrágicas, nos casos em que a 

transmissão é por via vetorial o indivíduo pode apresentar chagoma de inoculação e/ou sinal de 

Romanã (NEVES, 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). O chagoma de inoculação, 

caracteriza-se por apresentar lesões furunculóides, não supurativas, em membros, tronco e face, 

por reação inflamatória à penetração do parasito, que se mostram descamativas após 2 ou 3 

semanas. Já o sinal de Romaña, que ocorre quando a picada do inseto vetor se dá próximo ao 

olho, caracteriza-se, essencialmente, por edema elástico bipalpebral, indolor, com reação de 

linfonodo satélite. Frequentemente o edema se propaga à hemiface correspondente; é de 

proporção variável, podendo ser tão acentuado a ponto de ocasionar oclusão total da fenda 

palpebral (DIAS et al., 2016). 

 A parasitemia torna-se patente entre o 4° e o 40° dia pós infecção e permanece por 

aproximadamente 30 dias. As alterações laboratoriais encontradas em pacientes com a doença 

de Chagas aguda incluem anemia, que pode ser grave, leucocitose por linfocitose, pode haver 

hipoproteinemia, com redução da albumina sérica e aumento das globulinas. Alterações nas 

enzimas hepáticas, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransfersae (ALT) 

também podem ser encontradas (PINTO et al., 2008; REY, 2008) Nas formas agudas grave 

pode surgir quadro de miocardite com taquicardia ou alterações no ritmo cardíaco, abafamento 

de bulhas, aumento da área cardíaca, e sinais de insuficiência circulatória (edema, congestão 

hepática, dificuldade respiratória). Alterações cardíacas na fase aguda costumam ser 

reversíveis. Além disso, em crianças com menos de 5 anos a mortalidade é elevada. Outra forma 

grave da doença é a meningoencefalite, quase sempre observada em lactentes que dura poucos 

dias e normalmente culmina na morte do indivíduo, contudo, é rara (REY, 2008). 

 O diagnóstico da doença de Chagas na fase aguda pode ser realizado por diversos 

métodos, como a pesquisa das formas tripomastigotas de T. cruzi na avaliação citológica 

sanguínea direta ou por método de concentração, principalmente nas primeiras 6 semanas, nas 

quais as formas tripomastigotas estão presentes em grande número na circulação, o ideal é que 

o paciente esteja febril no momento da coleta (CHIARI; GALVÃO, 1997; REY, 2008). Exames 

sorológicos também podem ser realizados, as metodologias utilizadas são a hemoaglutinação 
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indireta, imunofluorescência indireta e método imunoenzimático (REY, 2008). A punção de 

linfonodos também pode ser realizada, visto que, os parasitos migram desde o início da infecção 

para os linfonodos, principalmente quando a infecção se dá por via vetorial, no qual há adenite 

dos linfonodos satélites. Contudo, deve-se ter cuidado ao realizar o diagnóstico da doença de 

Chagas através deste método, uma vez que, a forma amastigota do T. cruzi é muito semelhante 

a forma amastigota de Leishmania (L. braziliensis, L. donovani, L. mexicana), neste caso as 

manifestações clínicas do paciente devem ser exploradas (REY, 2008).  

O diagnóstico em recém-nascidos deve ser realizado através da pesquisa das formas 

tripomastigotas de T. cruzi na avaliação citológica sanguínea direta, visto que, até os 9 meses 

de idade a criança pode apresentar anticorpos IgG anti-T. cruzi maternos circulantes (CARLIER 

et al., 2011). O exame parasitológico do esfregaço sanguíneo deve ser realizado nos dez 

primeiros dias de vida. O tratamento deve ser iniciado imediatamente em caso de resultado 

positivo e, em caso de resultado negativo com sintomatologia clínica compatível com a doença 

de Chagas. Nos casos em que os recém-nascidos apresentem exame parasitológico negativo e 

não apresentem sintomatologia, os mesmos devem ser submetidos, após os 9 meses de idade, a 

dois testes sorológicos para pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2017). 

 

2.3.2.2. Fase crônica: 

A fase crônica da doença de Chagas pode variar desde ausência de sinais clínicos (forma 

indeterminada) a doença grave com comprometimento cardíaco, digestivo (megacólon, 

megaesôfago) ou cardiodigestivo (RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Em alguns casos 

a fase crônica se instala logo após o período agudo, em outros casos, a fase crônica, se 

desenvolve após um período assintomático que pode durar anos. Ainda, a fase crônica pode se 

instalar sem que tenha havido sintomatologia aguda. Os casos assintomáticos, com sorologia 

positiva, mas sem alterações cardíacas e intestinais são denominados como forma 

indeterminada, visto que, apresentam prognóstico incerto, podendo evoluir para formas 

crônicas típicas ou permanecer com ausência de sinais e sintomas (REY, 2008).  

A forma gastrointestinal se manifesta por disfunção gastrointestinal (principalmente 

mega esôfago, megacólon, ou ambos) e se desenvolve em cerca de 10 a 15% dos pacientes 

cronicamente infectados. O megaesôfago causa disfagia, dor epigástrica, regurgitação, 

ptialismo e desnutrição, nos casos graves. A presença do megaesôfago em pacientes chagásicos 

aumenta a predisposição ao desenvolvimento de câncer de esôfago. O megacólon geralmente 

afeta o segmento sigmóide, reto e/ou cólon descendente e produz longa constipação, distensão 
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abdominal, e em alguns casos formação de fecaloma com obstrução do intestino grosso (RASSI 

Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010). 

A forma cardíaca desenvolve-se em 20 a 30% dos indivíduos infectados pelo T. cruzi e 

é a forma mais grave da doença de Chagas crônica. Leva a anormalidades que variam desde 

uma leve arritmia até insuficiência cardíaca congestiva. Alguns pacientes apresentam apenas 

palpitações e astenia, com alterações no eletrocardiograma e área cardíaca normal ou 

ligeiramente aumentada. Outros pacientes apresentam nítido aumento da circunferência 

cardíaca. Em casos mais graves a insuficiência cardíaca é acompanhada de outros sintomas 

encontrados em cardiopatias de etiologias diversas, como edema, derrames cavitários, dispneia, 

congestão visceral, aneurismas apicais, tromboembolismo e morte súbita (REY, 2008).  

 As anormalidades mais comuns no ECG são bloqueio do ramo direito, bloqueio 

fascicular anterior esquerdo, batimentos prematuros ventriculares, alterações de ST-T, ondas Q 

anormais e baixa voltagem do QRS. A combinação de bloqueio de ramo direito e bloqueio 

fascicular anterior esquerdo é muito típica na cardiopatia da doença de Chagas (RASSI Jr; 

RASSI; MARIN-NETO, 2010). Contudo, o acompanhamento das alterações em relação a 

circunferência cardíaca através do raio x é um método mais seguro para prognosticar a doença 

do que o acompanhamento do eletrocardiograma (REY, 2008). 

 O diagnóstico, na fase crônica, pode ser realizado através de exames sorológicos, sendo 

que, os testes utilizados são o de hemoaglutinação indireta, imunofluorescência indireta e o 

método imunoenzimático. Considera-se indivíduo infectado na fase crônica aquele que 

apresenta anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG, detectados por meio de dois testes sorológicos 

de princípios distintos ou com diferentes preparações antigênicas, visto que, há possibilidade 

de falso-positivo e falso-negativo. Os níveis de anticorpos da classe IgG começam a subir a 

partir da segunda semana pós infecção, alcançando níveis máximos ao redor do 50° dia pós 

infecção, permanecendo assim por toda a vida em indivíduos não tratados/curados na fase aguda 

(figura 5). O padrão da curva de parasitemia na fase crônica pode modificar-se nos casos em 

que ocorre reativação da parasitemia por imunodepressão (como em pacientes chagásicos 

crônicos co-infectados com o vírus da imunodeficiência adquirida) onde há elevação da 

parasitemia (DIAS et al., 2016; MINISTÉRIO DA SAÚDE 2017). 
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      Figura 5: Eventos fisiopatológicos da doença de Chagas. Fonte: MINISTERIO DA SAÚDE, 2019. 

 

 A  reação em cadeia da polimerase (PCR) têm se mostrado um método promissor no 

diagnóstico da doença de Chagas na fase crônica pois permite o diagnóstico exato da doença e, 

pode ser utilizada para monitorar a eficácia dos esquemas terapêuticos adotados no tratamento 

dos pacientes (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA, 2003). Contudo, este método 

de diagnóstico ainda apresenta algumas limitações, uma vez que, não existem protocolos 

definidos e procedimentos operacionais padronizados, além de apresentar elevado custo sendo 

utilizado apenas em ambientes de pesquisa (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; ALVES et al., 

2018; VERGARA et al., 2019). 

 

2.3.3. Tratamento 

Logo após a descoberta da doença de Chagas diversos compostos foram desenvolvidos 

com o intuito de tratar a infecção, dentre eles o atoxyl (arsênico), a tintura de fucsina, o tártaro 

emético (antimonial pentavalente) e o cloreto de mercúrio. Contudo, nenhum destes compostos 

apresentou atividade frente ao T. cruzi (CROFT, 1999; COURA; CASTRO, 2002). Em 1967, 

a classe dos nitrofuranos foi introduzida na terapêutica da doença, sendo o Nifurtimox (Nif),  

3-metil-4(5-nitrofurfurilideno-amino)-tetra-hidro-4H-(1,4)-tiazina-1-1-dióxido (figura 6a) 

(LAMPIT® /BAYER – BOCK et al., 1969), o medicamento que mais se destacou. Em 1972, 

um derivado nitroimidazólico, Benznidazol (Bz) 2-Nitro-N-(fenilmetil)-1-imidazol-1-

acetamida (figura 6b) (ROCHAGAN® /ROCHE – GRUNBERG et al., 1967), também foi 

introduzido na terapêutica de pacientes chagásicos. 
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        Figura 6: Estruturas moleculares dos fármacos disponíveis para tratamento da doença de Chagas.               

(a) Molécula de Nifurtimox; (b) Molécula de Benznidazol. Fonte: SILVA JR, et al., 2014. 

 

O objetivo do tratamento na doença de Chagas é eliminar o parasito e tratar os sinais 

clínicos induzidos pelas alterações provocadas pelo mesmo. Atualmente, mais de cinco décadas 

após a descoberta do Nfx e do Bz, estes dois medicamentos ainda são os únicos disponíveis 

para o tratamento da doença de Chagas e desde a década de 1980, o Nfx teve a sua 

comercialização interrompida no Brasil e, em seguida em outros países da América do Sul, 

como a Argentina, o Chile e o Uruguai,  devido à  resistência apresentada por algumas cepas 

de T. cruzi ao fármaco, além da alta toxicidade (COURA; CASTRO, 2002; KOROLKOVAS, 

2003). Outro fator que levou a interrupção da produção do Nfx foi o desinteresse do laboratório 

farmacêutico Bayer, em continuar a produção, uma vez que, o Nfx não apresentava grandes 

lucros (COURA; CASTRO, 2002). 

 Ambos os medicamentes possuem eficácia, com níveis de cura ao redor 80%, na fase 

aguda da doença (CANÇADO, 1999; COURA; CASTRO, 2002; RASSI JR, RASSI; MARIN-

NETO, 2010).  No entanto, quando ocorre evolução para a fase crônica a eficácia dos 

medicamentos pode variar de 8 a 30% (OLIVEIRA et al., 2008). O nifurtimox também 

apresenta atividade tripanocida frente a outras espécies de Trypanosoma, como o T. brucei, 

responsável pela doença do sono, que atinge populações da África equatorial, e pode apresentar 

potencial de cura nos estágios precoce e tardio desta doença (ALEXANDRE et al., 2014).  

 Embora o Nfx e o Bz estejam em uso clínico há mais de cinquenta anos, estes dois 

compostos são considerados promedicamentos, que requerem ativação através de enzimas 

nitroredutases (PETERSON et al., 1979; WILKINSON et al., 2008). O grupamento nitro do 

Nfx e do Bz é reduzido pela ação das nitroredutases, o que induz a formação de radicais livres 

e metabólitos nucleofílicos. Este processo inicia com a reação catalisada pelo NADPH-

citocromo P-450 redutase, que atua sobre o grupamento nitro das moléculas, levando à 

produção de um radical ânion nitro intermediário. Para Nfx o radical tem elevado potencial 

redox, sofrendo reação do tipo redox com o oxigênio, o qual reduz e regenera parcialmente o 

a b 
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fármaco (DIAZ et al., 1988). Ao mesmo tempo, o oxigênio é reduzido a ânion superóxido. A 

produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) ocorre por dismutação do ânion superóxido. O 

ânion superóxido e peróxido de hidrogênio, na presença do íon férrico, formam o radical livre 

hidroxila (reação Haber–Weiss). Os radicais livres produzidos, ligam-se a lipídios, proteínas e 

DNA induzindo a atividade tripanocida (URBINA, 1999; MAYA et al., 2006). Por outro lado, 

o mecanismo de ação do Bz não está completamente elucidado, contudo, há evidências que 

indicam que o Bz não envolve danos oxidativos e, pode agir por estresse redutivo, através de 

radicais livres nitrogenados produzidos pelas nitroredutazes que envolvem a modificação 

covalente das macromoléculas ou por outras interações de nitro redução com os componentes 

do parasito (URBINA, 2002; DOCAMPO; MORENO, 1984). 

 Os efeitos adversos decorrentes do uso de ambos os fármacos ocorre devido à baixa 

seletividade que estes medicamentos possuem, uma vez que, agem tanto nas macromoléculas, 

lipídeos, proteínas e DNA do parasito quanto do hospedeiro (URBINA et al., 1999; DIAS et 

al., 2009). Sérios efeitos adversos têm sido relatados no uso do Bz e, incluem alterações 

dermatológicas (figura 6), como dermatopatia alérgica e esfoliativa, eritema, erupções cutâneas, 

prurido, urticária e erupções bolhosas; alterações gastrointestinais como náuseas, vômito, dor 

abdominal e epigástrica; alterações no sistema nervoso como vertigem, hipoestesia, parestesia 

e polineurite; alterações musculares como artralgia e astenia, alterações cardiovasculares como 

edema periférico (figura 7), além de cefaleia e febre (De PONTES, et al., 2010; MOLINA et 

al., 2014). A depressão da medula óssea já foi relatada em pacientes em tratamento com o Bz, 

contudo este efeito adverso é raro e, as alterações encontradas são neutropenia, agranulocitose 

e púrpura trombocitopênica, dessa forma, é recomendado a realização do hemograma antes do 

início do tratamento e no 10°, 20°, 37° e 52° dias após o início da terapia  (CANÇADO, 2002). 

Os efeitos adversos do Bz tendem a desaparecer quando a dose é reduzida ou ocorre a 

interrupção do tratamento e, por este motivo o índice de abandono da terapia é elevado 

(CANÇADO et al., 2000; De PONTES et al., 2010).  
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Figura 7: Reações adversas induzidas pelo tratamento com Benznidazol. (a) Placas eritematosas; (b) dermatite 

esfoliativa, (c) erupção cutânea; (d) edema das extremidades. Fonte: De PONTES et al., 2010. 

 

 Os efeitos colaterais do Nfx incluem anorexia, perda de peso, náuseas, vômitos, cólicas 

intestinais, diarreia, alterações psíquicas, excitabilidade, irritabilidade, sonolência, insônia, 

polineurite, dermatopatias alérgicas, tremores, astenia e vertigem (PRATA et al., 1975; 

CANÇADO, 2002; CASTRO et al., 2006). Em  estudo realizado por Coura e colaboradores 

(1997), comparando os efeitos adversos decorrentes do uso do Nfx e do Bz, observou-se que o 

tratamento com Nfx, mesmo em doses inferiores (5 mg/kg) a dose recomendada (8 a 10 mg/kg), 

induziu efeitos colaterais mais intensos do que o uso do Bz, além disso, o índice de abandono 

do tratamento também foi superior, 29,6%, enquanto que o índice de abandono da terapia em 

pacientes tratados com o Bz foi de 11,5%. Em crianças os efeitos adversos de ambos os 

fármacos costumam ser bem tolerados (CANÇADO, 2002). 

 

a 

c 

b d 
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 Embora o Bz e o Nfx apresentem níveis elevados de sucesso na terapêutica da doença 

de Chagas na fase aguda (CANÇADO, 1999; COURA; CASTRO, 2002; RASSI JR, RASSI; 

MARIN-NETO, 2010).  Ambos os medicamentos não são considerados ideais, visto que, não 

apresentam níveis elevados de cura na fase crônica (OLIVEIRA et al., 2008), além de 

apresentar inúmeros efeitos colaterais (URBINA et al., 1999; DIAS et al., 2009; De PONTES 

et al., 2010), mesmo nas doses usuais (COURA et al., 1997), o que induz muitos pacientes a 

abandonar a terapia. Dessa forma, a busca por fármacos que sejam capazes de combater a 

doença de Chagas tanto na fase aguda, quanto na fase crônica e que não apresentem efeitos 

colaterais tão deletérios, é necessária, sendo assim, diversos grupos de estudo têm buscado uma 

alternativa ao tratamento para esta doença (CERECETTO et al., 1999; BOIANI et al., 2008)  

 

2.3.4. Derivados benzofuroxanos 

Os derivados benzofuroxanos (N-óxido-benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol) (figura 8) são 

compostos orgânicos, heterocíclicos que contém um grupamento N-óxido e um anel 

benzofuroxânico (GOSH et al., 1981). Os heterociclos são utilizados como blocos construtores 

para a síntese de novas substâncias e, representam uma importante classe de compostos, pois 

possuem diversas atividades biológicas relevantes (BARREIRO, 1991; MELO, et al., 2006; 

DEWANGAN, et al., 2010).  

A enorme gama de atividades farmacológicas dos derivados benzofuroxanos é conhecida 

há décadas (SCHIEFER et al., 2012). Dentre as atividades biológicas já descritas para estes 

derivados destacam-se as propriedades antifúngicas, antitumorais e antiparasitárias (CASTRO 

et al., 2009; CHUGUNOVA et al., 2015; DUTRA et al., 2014).  

 

Figura 8: Estrutura química dos derivados benzofuroxanos (N-óxido-benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol). Fonte: 

DIAS et al., 2009. 

 

 

Em estudo realizado por Cerecetto e colaboradores (1999), os derivados benzofuroxanos 

desenvolvidos mostraram atividade tripanocida in vitro sobre as formas epimastigotas do T. 

cruzi e, os resultados obtidos neste estudo foram comparados aos resultados produzidos pelo 
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Nfx. Além disso, Boiani e colaboradores (2006), em outro estudo, avaliando a atividade dos 

benzofuroxanos derivados comparam sua atividade tripanocida ao Bz. Além destes estudos, 

muitos outros têm sido realizados a fim de desenvolver uma molécula que seja capaz de 

combater o T. cruzi. Estes experimentos são realizados modificando a cadeia lateral do núcleo 

furoxânico e grupamentos ligados ao anel benzofuroxânico (AGUIRRE et a., 2005; 

CERECETTO et al., 2005; OLEA-AZAR et al., 2003; BOIANI et al, 2008; CASTRO et al., 

2009). 

A atividade dos benzofuroxanos derivados está ligada a presença da porção N-óxido, uma 

vez que, quando esta porção é removida da molécula há perda da atividade tripanocida 

(BOIANI et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2013). A porção N-óxido atua como um 

grupamento biorredutível e está ligada a produção de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio 

(EROs/ERNs), sendo que, o óxido nítrico (ON) é a principal espécie reativa gerada (JOVENÉ 

et al, 2013). Tem sido proposto que a citotoxicidade dos benzofuroxanos derivados decorra da 

reação com o grupo tiol e, que por este motivo apresentem potencial atividade inibidora de 

tripanotiona redutase (JORGE et al., 2013). Além disso, o ataque de uma molécula de tiol ao 

nitrogênio do grupamento N-óxido faz com que o átomo de enxofre da cisteína aja como 

nucleófilo, levando a abertura do anel benzofuroxânico e produzindo um intermediário. Uma 

segunda molécula de tiol ataca o carbono alfa da sub-unidade N-óxido substituído e ocorre a 

formação de subprodutos e tionitrito, precursor de ON (BOSQUESI, 2013; JOVENÉ et al, 

2013). Os compostos derivados benzofuroxânicos são metabolizados predominantemente no 

fígado pelas enzimas do citocromo P450 (CHEN, 2008). 

O ON é uma molécula que participa de diversos processos fisiológicos e patológicos. 

Está presente no sistema cardiovascular, no qual participa de processos na homeostase vascular, 

como no relaxamento dos vasos sanguíneos e inibição da agregação plaquetária, a deficiência 

desta molécula é associada a trombose vascular. O ON também está presente no sistema 

nervoso central, no qual participa dos processos de aprendizado e da memória e pode mediar 

respostas excitatórias a certos aminoácidos. No sistema respiratório, os nervos da musculatura 

lisa bronquiolar liberam ON como mediador do controle da broncodilatação. No sistema 

digestivo, o ON é responsável por mediar o relaxamento não colinérgico e não adrenérgico da 

musculatura do esfíncter esofagiano, do estômago, duodeno, intestino delgado e esfíncter anal. 

O ON também atua no sistema reprodutor, controlando a musculatura lisa do corpo cavernoso 

peniano e vasos sanguíneos aferentes (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). No sistema 

imunológico, o ON, atua como um importante mediador, participando da estimulação 

imunológica, visto que, é capaz de destruir uma diversidade de microorganismos e, também, 
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células tumorais (JENKINS et al., 1995; MURTA et al., 2002 CERQUEIRA; YOSHIDA, 

2002).  

O ON tem sido descrito como crucial no controle da carga parasitária em animais 

infectados pelo T. cruzi visto que, é capaz de mediar a morte intracelular do parasito 

(GUTIERREZ et al., 2009; SANMARCO et al., 2016). Sabe-se, também, que o ON é capaz de 

interromper o ciclo de vida do T. cruzi através da inativação de enzimas importantes, como por 

exemplo a enzima cruzipaína, que apresenta papel crucial na invasão celular e nutrição do 

Trypanosoma, evidências indicam que esta enzima é extremamente necessária para a 

sobrevivência intracelular do parasito, uma vez que, participa de diversos processos biológicos 

do protozoário (VENTURINI et al., 2000).  Apesar do grande número de atividades benéficas 

que o ON desempenha, esta molécula pode apresentar atividade pró-inflamatória quando sua 

produção ocorre de maneira descontrolada. De acordo com Ribeiro e colaboradores (2007), 

quantidades elevadas de ON na infecção experimental pelo T. cruzi provocaram dano ao DNA 

de células cardíacas e esplênicas em hospedeiro infectado levando a morte celular das mesmas. 

Além disso, Martins e colaboradores relacionaram os altos níveis de ON ao pico da parasitemia 

pelo T. cruzi. Dessa forma, é indispensável que haja um equilíbrio na produção desta molécula 

para que a ação tripanocida seja alcançada. 

Em adição à atividade tripanocida exercida pela liberação de ON pelos derivados 

benzofuroxanos, a capacidade de produzir outras espécies reativas leva a desestabilização da 

membrana celular do T. cruzi, visto que,  este protozoário é sensível a ação dos radicais livres, 

pois é deficiente em mecanismos de defesa, sendo mais sensível ao estresse oxidativo do que 

as células do hospedeiro humano (BERNARDES et al., 2006; DIAS et al., 2009). Além disso, 

alguns autores relatam que a porção N-óxido do heterociclo também é capaz de interferir na 

cadeia respiratória mitocondrial do parasito, gerando danos ao protozoário através da inibição 

da respiração mitocondrial (CASTRO et al., 2009). 

Dessa forma, os derivados benzofuroxanos podem ser explorados do ponto de vista 

farmacêutico e medicinal no combate ao T. cruzi, visto que, possuem atividades benéficas no 

controle da infecção, uma vez que, a atividade tripanocida in vitro destes derivados já foi 

descrita (CERECETTO et al., 1999; BOIANI et al., 2006).  Sendo assim, o objetivo desta tese 

foi avaliar um derivado benzofuroxano  frente ao T. cruzi, in vitro e in vivo, além de verificar a 

atividade citotóxica e genotóxica in vitro deste derivado frente a leucócitos humanos e pesquisar 

em animais saudáveis e infectados pelo T. cruzi, possíveis danos hematológicos, hepáticos e 

renais provocados pelo tratamento com o composto teste em três diferentes concentrações. 
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3. ARTIGOS 

 

3.1 ARTIGO I 

 

O artigo I, intitulado “CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF A BENZOFUROXAN 

DERIVATIVE, IN VITRO”, relata a síntese e avaliação in vitro da citotoxicidade e da 

genotoxicidade de um composto benzofuroxano derivado. 
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GRAPHICAL ABSTRACT 
 

 

ABSTRACT 

Benzofuroxan derivatives have been the object of several studies, owing to their ability to 

generate reactive oxygen/nitrogen species, especially nitric oxide, which is a molecule is 

associated with physiological and pathological processes and is described as an important 

cytotoxic mediator that can act on several microorganisms and tumor cells. Thus, the objective 

of this study was to synthesize a benzofuroxan derivative and perform an in vitro evaluation of 

its cytotoxic and genotoxic effects. EA2, the compound used in this study, was synthesized by 

coupling an amine to a carboxylic acid. The trypan blue exclusion assay was performed to 

evaluate cytotoxicity, the alkaline comet assay was used to determine genotoxicity, and the 

micronucleus test was used to evaluate mutagenicity. EA2 was successfully synthesized with a 

yield of 46% and characterized by 1H and 13C NMR. For the experiments, EA2 was diluted to 

three different concentrations: 10 µg mL-1, 50 µg mL-1, and 100 µg mL-1. At the doses 

evaluated, EA2 did not exhibit mutagenic activity. However, cytotoxic and genotoxic effects 

Synthesis 

5 (EA2) 

Trypan blue exclusion assay – Cytotoxicity 

Alkaline comet assay – Genotoxicity 

Micronucleus – Mutagenicity 
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were not observed at only the lowest dose. Thus, it was possible to synthesize EA2 and to obtain 

a moderate yield. Moreover, the compound was safe when used in vitro at a dose of 10 µg mL-

1. Nevertheless, further studies are required to ensure the therapeutic safety of EA2. 

Keywords: Synthesize; Benzofuroxan derivative; EA2; Cytotoxic; Genotoxic. 

1. INTRODUCTION 

Compounds derived from benzofuroxan (N-oxide-benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazole) 

exhibit several biological characteristics including antifungal, antitumor, and antiparasitic 

properties.1-3 In general, the biological properties of benzofuroxan derivatives result from their 

ability to release nitric oxide (NO) and generate reactive oxygen species (ROS).4 NO is an 

important messenger that participates in various physiological and pathological processes. It 

plays an important role in immune stimulation and is able to destroy a wide range of 

microorganisms and tumor cells. In addition, NO participates in processes related to vascular 

homeostasis such as vasodilation and inhibition of platelet aggregation. 

In the presence of cysteine amino acid derivatives containing free thiol groups, the 

benzofuroxan nucleus of certain derivatives oxidizes the sulfur atom, leading to the generation 

of disulfides. The subsequent enzyme inactivation5,6 results in increased ROS production. 7 

Several studies evaluated the activity of benzofuroxan derivatives against protozoa such 

as Trypanosoma cruzi, specifically because these molecules can release NO and generate ROS, 

thereby exacerbating destabilization of the cell membrane via increasing the production of free 

radicals, exerting oxidative stress, and ultimately damaging the protozoa.8 Many studies have 

also related the activity of benzofuroxan derivatives to their ability to damage the parasite’s 

mitochondrial respiratory chain, thus inhibiting its respiration.1,9,10 

In addition, benzofuroxan derivatives exhibit similar in vitro activity to the reference 

drug, benznidazole.11 Thus, many study groups have developed benzofuroxan derivatives, 

modifying the lateral chain of the furoxan nucleus and attaching clusters to the benzofuroxan 

ring. Hence, the objective of this study was to synthesize and evaluate the in vitro cytotoxic and 

genotoxic effects of a benzofuroxan derivative, which has been the object of studies on T. cruzi 

performed by the authors’ research group, as in vitro cytotoxicity and genotoxicity assays are 

the first line of studies in the evaluation of new drugs. The objective of this study was to predict 

the potential cytotoxic and/or genotoxic activity and develop chemical structures with lower 

toxicity.12-14 
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2. EXPERIMENTAL 

2.1. Synthesis of the benzofuroxan derivative 

The benzofuroxan derivative evaluated in this study was synthesized in the LabSelen 

NanoBIO of the Federal University of Santa Maria. This compound was referred to as “EA2” 

and has the IUPAC name of “5-((5-(4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-

yl)carbamoyl)benzo[c][1,2,5]oxadiazol-N-oxide”. To the best of our knowledge, this is the first 

study on this molecule. 

EA2 (5) was obtained by coupling 5-(4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amine 2 to 

benzofuroxan-carboxylic acid 4, a reaction mediated by the coupling agent N-(3-

(dimethylamino)prop-1-yl)-N'-ethyl-carbodiimide (EDC)15 using an adapted procedure 

conducted with a mixture of acetonitrile and dichloromethane, owing to the solubility of the 

starting materials. Amino-1,3,4-oxadiazole 2 16 and benzofuroxan-carboxylic acid 4 17 were 

prepared in accordance with established procedures. 

Fig. 1: Synthesis of EA2 

i) a) NH2C(O)NHNH2·HCl, NaOAc, MeOH, H2O, rt, 5 min; b) I2, K2CO3, dioxane, reflux, 15 h. ii) a) 

KOH, EtOH, 70ºC, 10 min; b) NaClO(aq), 0°C, 1 h; c) Aq. 6 N HCl, rt. iii) EDC, CH2Cl2, MeCN, rt, 1 h. 

 

Benzofuroxan-carboxylic acid 4 (0.5 mmol) N-(3-(dimethylamino)prop-1-yl)-N'-ethyl-

carbodiimide hydrochloride (EDC) (0.6 mmol) were added to a round-bottomed flask equipped 



35 

 

with magnetic stirring containing an amine suspension 2 (0.5 mmol) in dichloromethane (5 mL) 

and acetonitrile (5 mL). The mixture was stirred for 1 h. After the consumption of the starting 

materials, as verified by CCD, the solvent was removed under reduced pressure. The raw 

product was ground in water, subjected to vacuum filtration, and dried under reduced pressure 

to obtain the pure EA2 compound (5). The product 5 (EA2) was characterized by 1H and 13C 

NMR spectroscopy. 

 

2.2. Evaluation of the cytotoxic and genotoxic effect of the EA2 compound: 

Leukocyte cultures were prepared by seeding 0.5 mL of leukocytes (106 leukocytes per 

mL), which were previously separated by centrifugation of three self-certified healthy donors 

(CEP UNIPAMPA 27045614.0.0000.5323). Leukocytes were then transferred to culture 

medium containing 10 mL of RPMI 1640, an supplemented with 10% bovine fetal serum, 

streptomycin/penicillin, and 1% phytohemagglutinin, as described by Güez et al. (2017).18 Cell 

culture flasks were incubated at 37°C for 72 h with 5% CO2. 

EA2 was then added to the leukocyte cultures at three different concentrations: 10 µg 

mL-1, 50 µg mL-1, and 100 µg mL-1. RPMI 1640 was used as the negative control and 10 µM 

colcemid was used as the positive control. 

Cytotoxicity was analyzed using the trypan blue exclusion assay, which measures cell 

viability by assessing membrane integrity; viable cells are impermeable to the dye and remain 

intact, whereas non-viable cells absorb the dye, which enters through pores formed in the outer 

cell membrane and stains the dead cells blue. The technique is performed by homogenizing 100 

μL of cultured leukocytes with 100 μL of 0.2% trypan blue and incubating the homogenate for 

3 minutes; then, the homogenate aliquot is placed in the Neubauer chamber. One hundred cells 

were counted and evaluated at 400× magnification by using an optical microscope.19,20 

The alkaline comet assay was used to evaluate the genotoxicity of the test compound. 

This assay followed the methodology described by Singh et al. (1988),21 which essentially 

consisted of homogenizing an aliquot of cultured leukocytes with low melting point agarose 

(0.75%); the homogenate was then used to prepare microscope slides that had been previously 

coated with 3% agarose. Subsequently, the slides were immersed in lysis solution for 

electrophoresis (20 min, 300 mA, 25 V). After electrophoresis, the slides were neutralized and 

dried at room temperature. Subsequently, the slides were rehydrated, fixed, dried again, and 

stained with 0.1% silver nitrate. DNA damage was scored in accordance with the damage index, 

in which one hundred nucleoids in each slide were evaluated and classified by tail length. Scores 



36 

 

ranged from 0 (zero; no damage) to 4 (four; maximum damage). DNA damage is calculated 

from cells with different damage scores, and varied from 0 (100 × 0; 100 cells with no damage) 

to 400 (100 × 4; 100 cells with maximum damage). 

Mutagenicity was evaluated by using the micronucleus test described in the literature. 

The technique was based on the quantification of unrepaired double breaks in the DNA of 

cultured cells that are exposed to different concentrations of test compounds or aggressive 

agents.22,23 The slides were subjected to panoptic staining and then analyzed at 1000× 

magnification by using an optical microscope. In each slide, 500 (five hundred) cells were 

evaluated and classified as mononuclear with micronucleus, binuclear, or binuclear with 

micronucleus, or undergoing necrosis or apoptosis. 

 One-way ANOVA followed by the Tukey’s post-hoc test was used for statistical 

analyses by using the specific statistical software. 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

The increased number of studies involving benzofuroxan derivatives is due to the ability 

of these compounds to generate ROS and release NO.4 NO is known to play a beneficial role 

in the treatment of many diseases.2,3 However, exacerbation of ROS and NO production causes 

an imbalance between oxidants and antioxidants, which leads to the development of oxidative 

stress. Thus, ROS and NO may damage cellular structures such as nucleic acids, proteins, and 

lipids, and then induce cytotoxicity and genotoxicity.24,25 

Hence, a trypan blue exclusion assay was used to evaluate if the compound affected cell 

viability. This method is used to evaluate cell membrane integrity, considering the ability of the 

stain to permeate the cells.26 The alkaline comet assay was used to analyze the presence of DNA 

damage, since this test is very sensitive and can provide information about cytogenetic damage 

induced by genotoxic molecules even when used at low concentrations.27 The micronucleus 

frequency test, first described by Schmid in 1974, evaluates the formation of micronuclei, which 

is an important biomarker to confirm the cytogenetic damage of cells exposed to various agents. 

It indicates the mutagenic activity of the test compound.28,29 These techniques are 

internationally accepted as part of preclinical assays and are recommended by international 

regulatory bodies.30 The in vitro assays performed in this study showed that it was possible to 

select an EA2 concentration that did not affect cell viability, cause DNA damage, or present 

mutagenic activity. 
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The results obtained from the trypan blue exclusion assay (Fig. 1) showed that, in 

comparison to the negative control, only the lowest EA2 concentration (10 µg mL-1 ) resulted 

in no significant changes in cell viability. The other concentrations resulted in cytotoxic effects 

similar to those of the positive control. 

 

Fig. 1. Cell viability was measured after leukocytes were exposed to different EA2 concentrations. The 

data are presented as the mean ± standard deviation. Different letters represent significantly different values (p < 

0.05). One-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test was used for statistical analysis. Colcemid = positive 

control. 
 

Genotoxicity was assessed by the DNA damage index (Fig. 2). The alkaline comet assay 

showed that the lowest EA2 concentration produced no significant changes. Conversely, EA2 

at concentrations of 50 µg mL-1 and 100 µg mL-1 induced significant DNA damage in leukocytes 

compared with the negative control (p < 0.05). The damage was five times greater, and no 

difference was observed between the higher concentrations. 
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Fig. 2. DNA damage index. The data are presented as the mean ± standard deviation. Different letters 

represent significantly different values (p<0.05). One-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test was used 

for statistical analysis. Colcemid = positive control. 
 

The cytotoxic and genotoxic effects induced by higher EA2 concentrations (50 µg mL-

1 and 100 µg mL-1) are probably associated with their ability to generate ROS and release NO. 

The deleterious action of ROS is due to its high reactivity,  which leads to the oxidation of 

multiple cellular targets and, mainly, the induction of lipid peroxidation, which then changes 

the permeability and structure of plasma membranes.31,32 Excess ROS is one of the main causes 

of DNA damage.33 The ability of ROS to modify DNA bases34 results in interlinking DNA 

strains35 and causes chromosomal abnormalities36. In a study conducted by Baldissera et al. 

(2016)37 increased ROS production in animals exposed to diminazene aceturate was linked to 

DNA damage. 

NO is a small molecule that can modulate inflammatory or anti-inflammatory reactions, 

depending on the cell type and stimulus. However, when there is no control over the synthesis 

of NO, this molecule can participate in several pathological processes that trigger cell death and 

tissue damage38-40. Such events can occur directly, via the reaction of NO with metals present 

in enzyme structures of target cells (mainly iron). This leads to the inactivation of enzymes 

essential for the Krebs cycle, DNA synthesis, and cell proliferation.38,41 However, NO can also 

react with ROS and generate reactive nitrogen species such as peroxynitrite. Indirectly, this 

mechanism is used to disrupt cell signaling pathways and induces apoptosis by impairing the 

activity of certain transcription factors.42-43 

Mutagenicity was evaluated using the micronucleus frequency test (Fig. 3). The results 

obtained showed no significant changes at the three concentrations evaluated (10 µg mL-1, 50 
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µg mL-1, and 100 µg mL-1) compared with the negative control. This indicated that EA2 did not 

induce mutagenic damage at these concentrations, which is of great importance as a high 

frequency of micronuclei may be related to the risk of developing cancer or genetic diseases44. 

Thus, the in vitro assays demonstrated that EA2 is a safe compound from a mutagenic 

perspective. 

 

 

Fig. 3. Micronucleus frequency test. The data are presented as the mean ± standard deviation. Different 

letters represent significant differences (p < 0.05). One-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test was used 

for statistical analysis. Colcemid = positive control. 
 

For the synthesized EA2, the following results were obtained: Yield = 46% (yellow 

solid). 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz), δ (ppm): 8.48 (sl, 1 H); 8.35 (sl, 1 H); 7.87 (d, 2 H, J 

= 8.8 Hz); 7.71 (sl, 1 H); 7.01 (d, 2 H, J = 8.8 Hz); 3.90 (s, 3 H). 13C NMR (DMSO-d6, 100 

MHz) δ (ppm): 163.5; 154.6; 151.2; 128.9; 127.6; 114.7; 114.0; 55.6. Carbons corresponding 

to the benzofuroxan system showed no visible signs in the NMR spectrum, owing to the rapid 

tautomerization of the furoxan ring .45 

 

4. CONCLUSION 

EA2 (5-((5-(4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)carbamoyl)benzo[c][1,2,5]oxadiazol-

N-oxide) was successfully synthesized and characterized by 1H and 13C NMR. In addition, in the 

present study, no concentrations tested (10 µg mL-1, 50 µg mL-1, and 100 µg mL-1) caused 

mutagenicity. However, only the lowest EA2 concentration (10 µg mL-1) was safe and did not 

affect cell viability or induce mutations in DNA. Nevertheless, further studies are required to 

confirm the in vivo safety of EA2 at the lowest concentration, as in vitro assays evaluating 
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cytotoxicity, genotoxicity, and mutagenicity are only the first line of research for the use of new 

drugs in biomedicine. 
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5. SUPPLEMENTARY MATERIAL 

1H NMR spectrum of compound 5 (EA2) in CDCl3, 400 MHz (δ, TMS). 

 

 

13C NMR spectrum of compound 5 (EAD) in CDCl3, 100 MHz (δ, TMS). 
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ARTIGO II 

 

O artigo II, intitulado “ATIVIDADE TRIPANOCIDA IN VITRO e IN VIVO DE UM 

COMPOSTO BENZOFUROXANO DERIVADO FRENTE AO Trypanosoma cruzi”, relata a 

avaliação in vitro e in vivo do composto EA2 frente o T. cruzi, bem como, a avaliação das 

alterações hematológicas e do perfil hepático e renal em animais sadios e infectados com o T. 

cruzi submetidos ao tratamento com o referido composto.  
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GRAPHICAL ABSTRACT 

 

 

 

 

ABSTRACT 

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is a major public health problem and is 

described as one of the most neglected diseases worldwide. It affects about 6–7 million people. 

Currently, only two drugs are available for the treatment of this disease: nifurtimox and 

benznidazole. However, both drugs are highly toxic and have several side effects, which lead 

many patients to discontinue treatment. Moreover, these compounds show a significant curative 
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efficacy only in the acute phase of the disease. Therefore, searching for new drugs is necessary. 

The objective of this study was to evaluate the in vitro and in vivo activity of a benzofuroxan 

derivative (EA2) against T. cruzi, and to evaluate the hematological and biochemical changes 

induced by its treatment in animals infected with T. cruzi. The results were then compared with 

those of healthy controls. In vitro testing was first performed with T. cruzi epimastigote forms. 

In this experiment, EA2 was diluted at three different concentrations (0.25, 0.50, and 1%). In 

vitro evaluation of the trypanocidal activity was performed 24, 48, and 72 h after incubation. In 

vivo assays were performed using three different doses (10, 5, and 2,5 mg/kg). Mice were 

divided into 10 groups (five animals/group), wherein four groups comprised non-infected 

animals (A, G, H, I) and six groups comprised infected animals (B, C, D E, F, J). Groups B and 

J represented the negative and positive controls, respectively. Groups G, H, and I were used to 

confirm that EA2 was not toxic to non-infected animals. Parasitemia was measured in infected 

animals and the hematological and biochemical profiles (urea, creatinine, albumin, aspartate 

aminotransferase, alanine aminotransferase, and alkaline phosphatase) were evaluated in all 

animals. EA2 demonstrated in vitro trypanocidal activity at all concentrations tested. Although 

it did not demonstrate a curative effect in vivo, EA2 was able to retard the onset of parasitemia, 

and significantly reduced the parasite count in groups D and E (treated with 5 and 2.5 mg/kg, 

respectively). EA2 did not induce changes in hematological and biochemical parameters in non-

infected animals, demonstrating that it is not toxic. However, further assessments should aim 

to confirm the safety of EA2 since this was the first in vitro and in vivo study conducted with 

this molecule. 

Keywords: Chagas disease; EA2, Parasitemia; Hematological profile; Biochemical profile. 

 

 

1. INTRODUCTION 

Chagas disease is also known as American trypanosomiasis. It is an important zoonosis, 

caused by infection with the flagellated protozoan Trypanosoma cruzi (CAMPBELL et al., 

2004). This pathological disorder belongs to the group of neglected tropical diseases and is 

endemic in South and Central America. It is estimated that more than from 6 to 7 million people 

are currently infected worldwide (WHO, 2020). T. cruzi has a heteroxene life cycle. It moves 

between invertebrate hosts (Triatomines), which act as parasite vectors, and mammalian hosts 

(BRENER et al., 2000). Clinically, the disease develops in two phases: an acute phase, which 

can last 1–4 months and is characterized by high parasitemia and the typical absence of clinical 
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signs; and a chronic phase, which lasts for the entire life of the infected individual, with low 

parasitemia and clinical signs related to the affected organ (REY, 2001; RASSI JR; RASSI; 

MARIN-NETO, 2010). 

In general, the treatment of Chagas disease is curative only in the acute phase. In this case, 

benznidazole and nifurtimox are the drugs of choice. These drugs have several side effects, 

such as rash, headache, and nausea, which have can lead to patients discontinuing therapy, 

which should be maintained for up to 60 days. Moreover, both benznidazole and nifurtimox are 

highly toxic (WILKINSON; KELLY, 2009; CASTRO et al., 2006). Thus, it is necessary to 

seek new drugs, which present fewer side effects and are capable of treating the disease in its 

different stages. Benzofuroxan compounds are molecules capable of generating reactive 

oxygen/nitrogen species (ROS/RNS), and especially nitric oxide (NO). NO is a potent 

antimicrobial agent, owing to the release of reactive species or the inhibition of enzymes 

essential to microorganisms (BOIANI et al., 2008). Molecules capable of releasing NO under 

physiological conditions have presented cytotoxic effects against a variety of pathogens, 

including Plasmodium sp., Leishmania sp., and T. cruzi (GALLI et al., 2005; OLEA -AZAR et 

al., 2005 BOIANI et al., 2008). Additionally, benzofuroxan compounds can be reduced to 

radical species in biological environments (OLEA-AZAR, 2003). Among the heterocycles 

present in compounds with potential antiparasitic activity, 1,2,4-, 1,3,4-, and 1,2,5-oxadiazoles 

are notable for their relative ease of synthesis (SANTAGADA, 2004; NIU, 2015; HAROUN, 

2001) as well as their respective efficacy as antimalarials (SANTOS FILHO, 2016), anti-

Leishmania (VERMA, 2019) and anti-trypanosomal molecules (AGUIRRE, 2005). Thus, based 

on the need to develop a new therapy capable of counteracting T. cruzi in its different phases 

without causing toxicity, the present study analyzed the in vitro and in vivo activity of a 

benzofuroxan derivative, presenting a 1,3,4-oxadiazole heterocycle (compound EA2) against 

T. cruzi. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

This study was previously approved by the ethics committee of this institution under number: 

5243091018. 

2.2 Benzofuroxan derivative compound 

The tested compound was synthesized by LabSelen-NanoBio (Federal University of 

Santa Maria) and is named “5-((5-(4- methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-il) 
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carbamoyl)benzo[c][1,2,5]oxadiazol-N-oxide” according to the IUPAC nomenclature, and in 

this work is referred as “compound EA2” (Fig. 1) (unpublished data). 

 

Figure 1. Benzofuroxan derivative EA2 

 

2.3 Trypanosoma cruzi isolate 

This study was performed in two consecutive steps (in vitro and in vivo). First, two mice 

(C1 and C2) were infected intraperitoneally with cryopreserved blood containing 

trypomastigote forms of T. cruzi (strain Y). This procedure was performed in order to obtain a 

high number of parasites for use in in vitro assays and to infect a further four animals and serve 

as an inoculant for mice in vivo. 

 

2.4 In vitro assay 

The test was performed to assess the presence of live and dead parasites within 72 h of 

treatment with compound EA2. Seven-days after infection, when parasitemia was high, a C1 

mouse was anesthetized and blood containing the trypomastigote forms was collected by 

cardiac puncture. Liver Infusion Triptose (TIP) culture medium was used in this experiment. A 

total of 500 L of blood was added to the medium and incubated at 37°C for 7 days to determine 

the number of epimastigotes, using the Pizzi-Brener method (BRENER, 1962). The assays were 

performed in 96-well culture microplates, containing the compound at concentrations of 0.25, 

0.50, and 1% in a final volume of 150 L containing 106 epimastigotes/mL. The compounds 

were diluted in 4% dimethyl sulfoxide (DMSO). Benznidazole was used as positive control and 

distilled water was used as negative control. DMSO 4% was used to confirm that the vehicle 

would have no activity on epimastigote forms. The plates were maintained at 37ºC for 72 h and 

read every 24 h. The assays were performed in triplicate and the parasites were counted using 

the Pizzi-Brener method (BRENER, 1962). 

 

2.5 In vivo assays 
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This study aimed to verify the action of the compound in animals infected with T. cruzi 

parasite, 7 days after the beginning of the experiment.  

2.5.1 Animal model and experimental design 

Fifty female mice, aged 60-days old and weighing an average of 23±0.7g, were 

randomly divided into 10 groups of five animals each. The animals were kept in cages in an 

experimental room with a 12 h light/dark cycle, a controlled temperature of 23 ± 1°C, and 70% 

humidity. All animals were fed with commercial feed and water ad libitum, and allowed to 

adapt for 15 days. 

Animals belonging to infected groups were inoculated intraperitoneally with blood 

containing 104 trypomastigote forms of T. cruzi (strain Y), obtained from a previously infected 

mouse (C2). The experimental compound was diluted in 4% DMSO. Non-infected animals 

were exposed to EA2 compound to confirm that this treatment did not cause any toxic 

biochemical changes, including liver and kidney damage. Infected animals, treated with 4% 

DMSO, were used to confirm the efficacy of the compound, given that some diluents may affect 

some microorganisms. All treatments were administered intraperitoneally and drugs were 

administered daily. 

 

Group A: Non-infected and non-treated  

Group B: Infected and non-treated (negative control) 

Group C: Infected and treated with 10 mg/kg of compound 

Group D: Infected and treated with 5 mg/kg of compound 

Group E: Infected and treated with 2.5 mg/kg of compound 

Group F: Infected and treated with 4% DMSO 

Group G: Non-infected and treated with 10 mg/kg of compound 

Group H: Non-infected and treated with 5 mg/kg of compound 

Group I: Non-infected and treated with 2.5 mg/kg of compound 

Group J: Infected and treated with benznidazole (positive control) 

 

2.5.2 Evaluation of blood parasitemia 

Parasitemia was evaluated daily, from day 1 to day 7 after infection. The number of 

trypomastigote forms in the circulation was monitored by counting the number of mobile 

parasites in 5 µL of fresh blood collected from the tail of each animal, as previously 

recommended (BRENER, 1962). 
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2.5.3 Sample collection 

Seven-days post-infection, animals were anesthetized with isoflurane and e whole blood 

was collected by cardiac puncture. The blood was then stored in two tubes, one containing the 

anticoagulant ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA) and used to perform a complete blood 

count, and the other without anticoagulant, which was used to obtain serum to determine the 

hepatic and renal biochemical profile of the animals. 

 

2.5.4 Sample processing 

Hemoglobin concentration, and red blood cell and platelet counts were determined using 

an automatic blood cell counter (Mindray bc 2.800). Urea, creatinine, albumin, aspartate 

aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and alkaline phosphatase (AP) were 

measured using commercial kits (Bioclin) and the results were obtained by reading the samples 

in an automatic device (BS-120 Mindray). 

 

2.6  Statistical analyses 

The significance of the results of in vitro tests and parasitemia was assessed by analysis 

of variance with one degree of freedom (p < 0.05). All variables were analyzed for normality 

and homogeneity with the Shapiro-Wilk and Bartlett tests, respectively. Differences between 

groups were assessed by applying the Tukey test with a 5% significance level, using the 

program SAS (version 9.2). Data were expressed as the mean ± standard error of the mean. 

Hematological variables and the biochemical profile were analyzed by one-way ANOVA using 

the statistical program 7 (p<0.05). Data are expressed as the mean ± standard error. 

 

3. RESULTS  

In vitro assay 

No growth of epimastigote forms was observed in culture medium at any concentrations 

of the EA2 compound tested. Similarly, no growth of epimastigote forms was observed in 

controls treated with the reference drug benznidazole. However, the presence of epimastigote 

forms was detected in samples treated with 4% DMSO and in negative controls, thus validating 

the assay (Fig. 2). Table 1 shows the efficacy of the treatment at different concentrations, as 

used in the in vitro test. 
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Figure 2: In vitro activity of different concentrations of EA2 compound against 

Trypanosoma cruzi. Asterisks indicate a significant difference between groups (p<0.05). 

 

 

Table 1: Number of epimastigote forms and efficacy of different concentrations of EA2 

compound tested in vitro. 

Data are expressed as the mean ± standard deviation. Different letters in the same column indicate a significant difference between 

groups (p< 0.05). 

 

In vivo assay: 

Epimastigote forms were observed in the circulation 2 days after infection in negative 

controls and in infected mice treated with 4% DMSO. However, in other groups of infected 

animals treated with the EA2 compound, epimastigote forms were detected in blood only at 4 

days post-infection. Moreover, mice treated with lower doses (2.5 and 5 mg/kg) of the 

compound showed a lower degree of parasitemia compared to animals treated with a higher 

dose (10 mg/kg) (Fig. 3). Parasitemia differed significantly between groups, as shown in Table 

2. 

Time 

Treatment 
Epimastigotes/mL Efficacy (%) 

0 h 24 h 48 h 72 h 0 h 24 h 48 h 72 h 
EA2-

0.25% 
67946 ± 6228a 4981 ± 1208ab 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0 93.6 ± 1.6 100 ± 0 100 ± 0 

EA2, 0.5% 67946 ± 6228a 5308 ± 374ab 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0 93.2 ± 0,5 100 ± 0 100 ± 0 
EA2, 1% 67946 ± 6228a 5880 ± 883b 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0 92.4 ± 1,1 100 ± 0 100 ± 0 
DMSO, 

4% 
67946 ± 6228a 68191 ± 2354c 74888 ± 3806b 84606 ± 3907b 0 ± 0 12.2 ± 3 3.2 ± 4.9 11.8 ± 4.1 

CP (Benz) 67946 ± 6228a 0 ± 0d 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 
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Figure 3: Number of trypomastigote forms in blood smears of mice infected with 

Trypanosoma cruzi and subjected to different treatments for 7 days. 

 

 

Table 2: Number of trypomastigote forms in blood smears of mice infected with 

Trypanosoma cruzi and subjected to different treatments for 7 days. 

Day 

Treatment 

Parasitemia 

1 2 3 4 5 6 7 

B 0 ± 0a 1862 ± 1220b 2450 ± 0b 3332 ± 1062b 6860 ± 3239b 12740 ± 5323b 23128 ± 12109b 

C 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 1862 ± 639cd 4410 ± 1396b 10290 ± 2020bc 14994 ± 4137bc 

D 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 1225 ± 387c 2205 ± 1182c 5586 ± 1853cd 11858 ± 2202c 

E 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 1381 ± 561cd 1715 ± 612c 4723,6 ± 289d 9760,8 ± 2925c 

F 0 ± 0a 1911 ± 438b 1960 ± 775b 2352 ± 219bc 6272 ± 4273b 12495 ± 4785b 22050 ± 5738b 

J 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 

The data are expressed as the mean ± standard deviation.  

Different letters in the same column indicate a significant difference between groups (p< 0.05). Group B: infected and not treated; 

Group C: infected and treated with 10 mg/kg of compound; Group D: infected and treated with 5 mg/kg of compound; Group E: 

infected and treated with 2.5 mg/kg of compound; Group F: infected and treated with 4% DMSO; Group J: infected and treated with 

benznidazole (positive control). 

 

 

Hematological variables are presented in Table 3. There was a significant difference in 

erythrocytes and hematocrit between groups B, C, E, F, and J compared with groups A, D, G, 

H, and I. Hemoglobin levels differed significantly in groups B, C, F, and J compared with the 

other groups. A significant reduction in platelet count was observed in infection mice compared 

with non-infected animals. No statistical difference was observed in any groups in relation to 

the following parameters: VCM (mean corpuscular volume), CHCM (mean corpuscular 

hemoglobin concentration), and total protein. 

 

Table 3: Hematological variables in non-infected mice and mice infected with T. cruzi 

following treatment with different doses of EA2 compound. 
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 Erythrocytes 

(× 106 µL) 

Hemoglobin VCM CHCM Ht (%) Total 

protein 

Platelets (per µL) 

A 8.81±0.15 a 13.5±0.22 a 45.14±0.47 a 33.64±0.18 a 42.96±0.67 a 5.04±0.24 a 923.000±67.085a 

B 7.27±0.24b 11.34±0.45 b 46.30±0.91 a 33.68±0.25 a 33.62±1.14 b 4.84±0.11 a 273.800±42.605 b 

C 7.43±0.36 b 11.50±0.64 b 46.28±0.51 a 33.38±0.23 a 34.36±1.70 b 4.96±0.14 a 244.200±31.251 b 

D 8.71±0.29a 13.85±0.48 a 45.97±0.40 a 34.55±0.22 a 40.02±1.16 a 4.90±0.10 a 219.750±43.303 b 

E 7.58±0.18 b 12.08±0.28 a 47.20±0.98 a 33.78±0.17 a 35.72±0.68 b 4.88±0.16 a 289.200±34.482 b 

F 7.28±0.20 b 11.32±0.22 b 46.32±0.93 a 33.76±0.26 a 33.4±0.97 b 4.80±0.06 a 273.200±42.588 b 

G 9.28±0.31 a 15.15±0.27 a 47.72±0.95 a 34.27±0.10 a 44.15±0.88 a 5.00±0.08 a 968.750±61.855 a 

H 9.16±0.19 a 15.22±0.21 a 47.86±0.56 a 34.72±0.33 a 43.76±0.61 a 5.16±0.27 a 952.400±92.679 a 

I 9.09±0.26 a 14.86±0.58 a 47.74±0.67 a  34.20±0.27 a 43.34±1.52 a 5.12±0.08 a 916.600±81.358 a 

J 7.20±0.30 b 11.44±0.92 b 45.14±0.65 a 33.16±0.32 a 33.04±1.31 b 4.84±0.19 a 240.800±69682.85 b 
The data are expressed as the mean ± standard deviation. 

Different letters in the same column indicate significant differences between groups (p < 0.05). Group A: non-infected and non-

treated; Group B: infected and non-treated; Group C: infected and treated with 10 mg/kg of compound; Group D: infected and treated 

with 5 mg/kg of compound; Group E: infected and treated with 2.5 mg/kg of compound; Group F: infected and treated with 4% 

DMSO; Group G: non-infected and treated with 10 mg/kg of compound; Group H: non-infected and treated with 5 mg/kg of 

compound; Group I: non-infected and treated with 2.5 mg/kg of compound; Group J: infected and treated with benznidazole (positive 

control). 

 

Table 4 shows the biochemical profiles of mice. There was a significant difference in 

albumin, AST, and ALT in groups B, C, D, E, F, and J compared with groups A, G, H, and I. 

AP differed only in group E compared with the other groups. Differences in urea concentration 

were found in groups D, F, and J compared with the other groups. A statistical difference was 

observed for creatinine, but only in Group J. 

 

Table 4: Biochemical profile of non-infected mice and mice infected with T. cruzi 

following treatment with EA2 compound at different doses. 

 Albumin 

(mg/dL) 

ALT (UI/L) AST (UI/L) Creatinine 

(mg/dL) 

FA (UI/L) Urea (mg/dL) 

A 2.42±0.09 a 35.60±6.11 a 141.20±7.16 a 0.44±0.07 a 106.00±5.95 a 38.40±1.16 a 

B 2.00±0.05b 113.20±8.6 b 580.60±24.86 b 0.34±0.02 a 102.00±8.53 a 51.40±4.99 a 

C 1.88±0.04 b 129.40±10.81 b 616.20±32.08 b 0.38±0.02 a 94.20±3.35 a 47.20±4.75 a 

D 2.00±0.14 b 199.00±14.75 c 898.75±100.43 c 0.37±0.02 a 88.00±4.54 a 62.00±5.94 b 

E 1.90±0.06 b 132.40±26.43 b 549.80±60.34 b 0.46±0.06 a 78.80±3.61 b 45.00±2.64 a 

F 1.94±0.06 b 107.20±6.5 b 602.00±24.58 b 0.44±0.06 a 100.20±4.30 a 56.80±4.28 b 

G 2.74±0.02 a 23.00±3.9 a 146.40±37.82 a 0.34±0.11 a 98.00±6.64 a 42.80±3.15 a 

H 2.48±0.04 a 38.20±11.49 a 127.20±11.45 a 0.38±0.02 a 85.80±4.07 a 39.60±0.74 a 

I 2.56±0.08 a 59.40±9.78 a 196.20±19.55 a 0.42±0.07 a 94.20±5.02 a 42.20±2.05 a 

J 2.05±0.12 b 201.5±22.94c 859.5±141.82 c 0.76±0.11b 101.62±3.68a 66.25±2.75 b 
The data are expressed as the mean ± standard deviation. 

Different letters in the same column indicate a significant difference between groups (p < 0.05). Group A: non-infected and non-

treated; Group B: infected and non-treated; Group C: infected and treated with 10 mg/kg of compound; Group D: infected and treated 

with 5 mg/kg of compound; Group E: infected and treated with 2.5 mg/kg of compound; Group F: infected and treated with 4% 

DMSO; Group G: non-infected and treated with 10 mg/kg of compound; Group H: non-infected and treated with 5 mg/kg of 

compound; Group I: non-infected and treated with 2.5 mg/kg of compound; Group J: infected and treated with benznidazole (positive 

control). 
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4. DISCUSSION 

This is the first study to evaluate the trypanocidal activity of EA2 compound against T. 

cruzi and to investigate the hematological and biochemical changes induced by treating non-

infected and T. cruzi infected animals with the compound. EA2 compound is a molecule derived 

from benzofuroxan. To date, compounds containing a benzofuroxanic nucleus have been 

investigated in several studies on pharmaceutical and medicinal chemistry as they present 

antimicrobial, antiparasitic, and antitumor activity (CERECETTO et al., 1999; BOIANI et al., 

2008; JORGE et al., 2009; FARIAS et al., 2015). 

The present study demonstrated in vitro trypanocidal activity exerted by EA2 compound 

against T. cruzi. Although there was no curative efficacy in animals infected with T. cruzi and 

treated with EA2 compound at different doses (10, 5, and 2.5 mg/kg), the treatment was able to 

retard the onset of parasitemia and significantly reduce the number of trypomastigote forms in 

groups D and E compared to the negative controls. Benzofuroxan derivatives can generate 

ROS/RNS (BOIANI et al., 2006; PAULA et al., 2009). Cerecetto et al. (1999) investigated the 

trypanocidal activity of some molecules derived from benzofuroxan and compared their activity 

to nifurtimox, a drug used for the treatment of Chagas disease. Those authors showed that the 

N-oxide ratio of these derivatives is important, since removal of the N-oxide group results in a 

loss of trypanocidal activity (BOIANI et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2013). 

As the N-oxide ratio is responsible for the generation of reactive species, and NO is the 

main reactive species generated, ROS/RNS production contributes to the destabilization of the 

Trypanosoma cell membrane. NO has been described as crucial for the control of parasite load 

since it is capable of killing the parasite while inside the cells (GUTIERREZ et al., 2009; 

SANMARCO et al., 2016). NO is capable of interrupting the life cycle of T. cruzi by 

inactivating important enzymes, such as cruzipain, which plays an essential role in the cell 

invasion and nutrition of Trypanosoma (VENTURINI et al., 2000). Some authors have reported 

that the N-oxide ratio of the heterocycle is also capable of interfering with the mitochondrial 

respiratory chain of the parasite, thus damaging the protozoan by inhibiting mitochondrial 

respiration (CASTRO et al., 2009). 

This results of the present study indicate that the lower doses of EA2 compound tested 

(2.5 and 5 mg/kg) were more effective at preventing an increase in parasitemia, compared with 

the higher dose (10 mg/kg). This can be explained by the release of NO; when NO production 

is exacerbated, NO starts to present a pro-inflammatory effect. According to Ribeiro et al. 

(2007), high amounts of NO in mice following experimental infection with T. cruzi were 

capable of damaging DNA in cardiac and splenic cells, resulting in cell death. Moreover, 
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Martins et al. (1998) associated high levels of NO with the peak of parasitemia induced by T. 

cruzi infection. Thus, although NO presents a beneficial role in counteracting the infection 

induced by the protozoan, when there is an increase in the levels of this molecule, NO starts to 

demonstrate deleterious effects and becomes pro-inflammatory (ARANTES et al., 2004). 

In the evaluation of hematological parameters, there was a significant reduction in 

hematocrit and erythrocytes in mice belonging to groups B, C, E, F, and J. There was no 

statistical difference in these parameters between mice in group D (infected and treated with 5 

mg/kg of EA2 compound) and those in group A (non-infected and non-treated). This 

demonstrated that treatment with 5 mg/kg of compound was capable of protecting animals from 

developing anemia. Thrombocytopenia was observed in all animals in the infected groups. The 

presence of anemia and thrombocytopenia in patients with Chagas disease is well documented 

(CHAGAS, 1909; CARDOSO; BRENER, 1980; MARCONDES et al, 2000; GUEDES et al., 

2011). The probable cause of these disorders is bone marrow suppression, associated with the 

infection and/or a reduced cellular life span (MARCONDES et al., 2000). In addition, T. cruzi 

increases the expression of trans-sialidase enzyme, which is a virulent factor of the parasite. 

This enzyme is involved in the development of thrombocytopenia. In one study, mice receiving 

a single injection of this enzyme presented a 50% reduction in platelet count, and 

thrombocytopenia lasted as long as the enzyme was present in the body (TRIBULATTI et al., 

2004). 

There was no significant difference in the values of VCM and CHCM between groups, 

indicating that the anemia presented by infected animals was normocytic-normochromic. This 

was due to the inflammatory nature of T. cruzi infection, since, during the inflammatory 

process, there are changes in iron homeostasis, proliferation of erythroid progenitors, and 

production of erythropoietin, as well as a reduction in the erythrocyte life span (THRALL et 

al., 2014). However, the short duration of the infection may also explain the maintenance of 

VCM and CHCM values, since the bone marrow of these animals did not have enough time to 

respond to the injury caused by the infection. This results in the maintenance of these parameter 

(STOCKHAM; SCOTT, 2011). 

Regarding the biochemical profile of the animals, the serum activities of ALT and AST 

in infected mice were significantly higher compared to those of non-infected animals (Table 4). 

This has been reported for patients affected by Chagas disease, and strongly suggests the 

development of infection-driven liver damage (LARANJA et al., 1948; PINTO et al., 2008; 

SANTOS et al., 2020; THRALL et al 2014.). The treatment of non-infected animals did not 

alter the serum activity of these enzymes, indicating that the compound did not induce liver 



59 

 

damage. ALT and AST are important liver markers and can indicate drug-induced liver toxicity. 

Therefore, the use of techniques to monitor changes in the activity of these enzymes is crucial 

for ensuring the safety of new drugs (SOOKOIAN; PIROLA, 2015; TARRANT; MEYER; 

KATAVOLOS, 2013). 

In infected groups, mice presented significantly lower levels of serum albumin 

compared with non-infected animals (Table 4). Hypoalbuminemia was described in patients 

with Chagas disease by Laranja et al. (1948). This might be related to liver changes, since 

animals, in infected groups presented changes in the serum activities of ALT and AST. 

However, this could also be due to the inflammation induced by T. cruzi, since albumin is an 

acute negative phase protein and during inflammation its levels are normal or slightly reduced. 

This was observed in the present study (Table 3), where no significant differences were 

observed in plasma proteins between infected and non-infected mice. When the values found 

in this study were compared with those described in the literature (THRALL et al., 2014), a 

slight reduction in plasma proteins was observed in infected animals, supported the hypothesis 

that hypoalbuminemia is due to the inflammation caused by the protozoan (SCOTT, 2011). 

There was no significant difference in the activity of serum AP between infected and 

non-infected mice, except in group E (animals infected and treated with EA2 compound at 2.5 

mg/kg). However, compared to the literature, serum AP activity, presented by group E was 

within the reference range for this species (THRALL et al., 2014). 

A significant difference in creatinine concentration was only found in group J. The 

increased levels of serum creatinine in these mice were associated with a significant increase in 

the levels of serum urea. This indicates that treatment with benznidazole induced kidney 

damage in infected mice, as there was no significant difference in these parameters between 

infected and non-treated animals (group B). Nephrotoxicity induced by benznidazole treatment 

has been well described in the literature (CASTRO et al., 2006). The levels of serum urea also 

differed significantly between groups D and F. However, an increase in urea concentration 

alone is not sufficient to confirm the occurrence of kidney damage in these animals, since, when 

the glomerular filtration rate is reduced, there is a simultaneous increase in urea and creatinine 

concentrations. Serum urea levels can also be increased by high protein intake and 

gastrointestinal bleeding (THRALL et al., 2014). However, in the present study, high protein 

intake can be ruled out, since all animals received the same commercial feed. 

Upper gastrointestinal bleeding was described by Pinto et al. (2008) in a patient with 

acute Chagas disease, which may explain the increased levels of serum urea in animals 

belonging to groups D and F. Moreover, thrombocytopenia occurred in these groups, which 
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supports the hypothesis of gastrointestinal bleeding. However, we cannot confirm that this was 

the reason for the increased levels of serum urea, since the presence of fecal occult blood in 

animals was not evaluated (THRALL et al., 2014, STOCKHAM; SCOTT, 2011). There was 

no statistical difference in the serum levels of urea and creatinine between the non-infected and 

non-treated mice, and non-infected and treated animals, which indicates that the EA2 compound 

does not induce kidney damage at the tested doses. 

Therefore, we conclude that a dose of 5 mg/kg was able to prevent the development of 

anemia induced by T. cruzi, but none of the tested concentrations prevented the occurrence of 

biochemical changes caused by the infection. No curative efficacy of this compound was 

observed in infected and treated animals. However, the compound was able to retard the onset 

of parasitemia, as well as significantly reducing parasite count in groups D and E, compared 

with the negative controls. Moreover, the EA2 compound did not cause changes in the serum 

activity of liver enzymes and no changes in the serum levels of urea and creatinine were 

observed in non-infected and treated animals. Furthermore, no hematological changes were 

induced by the EA2 compound. These data are of the utmost importance for future work, since 

this initial study supported the safety of this compound. However, confirmation is required 

through future analyses. 
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Highlights 

• Drugs used to treat Chagas disease have many side effects. 

• First study evaluating the compound EA2, in vitro and in vivo. 

• EA2 delayed the onset of parasitemia and reduced the count of trypomastigote forms. 

• Uninfected and treated animals showed no changes in hematological and biochemical 

profile. 
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4. DISCUSSÃO 

A doença de Chagas, é descrita como uma doença tropical negligenciada, afetando cerca de 

6 a 7 milhões de pessoas no mundo (WHO, 2020). Atualmente, apenas dois medicamentos estão 

disponíveis para o tratamento desta enfermidade, o Bz e o Nfx, contudo estes fármacos 

apresentam diversos efeitos colaterais e o índice de cura é elevado apenas na fase aguda da 

doença (CANÇADO, 1999; COURA; CASTRO, 2002; OLIVEIRA et al., 2008; RASSI JR, 

RASSI; MARIN-NETO, 2010). Sendo assim, a presente Tese buscou uma alternativa no 

tratamento da doença de Chagas. 

Este estudo foi o primeiro avaliando o composto EA2, tanto em relação a sua 

genotoxicidade e citotoxicidade in vitro, quanto a sua atividade frente ao T. cruzi (in vitro e in 

vivo), além de avaliar também as alterações bioquímicas e hematológicas provocadas em 

animais infectados com o T. cruzi e em animais sadios tratados com o composto EA2. Este 

composto é um derivado benzofuroxano (N-óxido-benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol), que são 

compostos orgânicos, heterocíclicos que contém um grupamento N-óxido e um anel 

benzofuroxânico (GOSH et al., 1981). Estas moléculas têm sido bastante estudadas, uma vez 

que, são capazes de liberar EROs e ERNs, sendo o ON a principal espécie reativa gerada 

(JOVENÉ et al. 2013). Diversos estudos descrevem a atividade antimicrobiana, antiparasitária 

e antitumoral dos derivados benzofuroxanos (CERECETTO et al., 1999; BOIANI et al., 2008; 

JORGE et al., 2009; FARIAS et al., 2015). 

A avaliação da genotoxicidade e citotoxicidade in vitro compreendem uma importante 

fase no desenvolvimento de novos fármacos, pois permitem avaliar possíveis danos à 

viabilidade celular e ao DNA induzido pelo composto testado. Neste estudo (ARTIGO I) foi 

utilizado o teste cometa alcalino para avaliar dano no DNA, o teste de exclusão por azul de 

tripan foi utilizado para avaliar a viabilidade celular e o teste de frequência de micronúcleos foi 

utilizado a fim de verificar uma possível ação mutagênica do composto EA2 (BARILE, 1994; 

TUCKER; PRESTON, 1996; BHATIA; KUMAR, 2013; ARALDI et al., 2015). Estas técnicas 

são internacionalmente aceitas como parte dos ensaios pré-clínicos, o que é recomendado por 

autoridades reguladoras internacionais (BRAMBILLA; MARTELLI, 2009). Dessa forma, foi 

possível selecionar a concentração do composto EA2 que não induziu à danos na viabilidade 

celular, à danos no DNA e que não apresentou atividade mutagênica. Uma vez que, foram 

testadas três concentrações (10 μM/mL, 50 μM/mL e 100 μM/mL) e apesar de nenhuma das 

concentrações testadas terem induzido à mutagenicidade, apenas a menor concentração 
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apresentou-se segura, pois não provocou danos ao DNA das células e também não induziu à 

danos na viabilidade celular. 

A citotoxicidade e genotoxicidade induzida pelas maiores concentrações do composto 

EA2, estão provavelmente ligadas à geração de EROs e ERNs, em especial o ON, uma vez que 

a porção N-óxido dos benzofuroxanos atua como um grupamento biorredutível, sendo 

responsável pela geração das espécies reativas (JOVENÉ et al., 2013). O ON é uma molécula 

capaz de modular reações inflamatórias ou anti-iflamatórias dependendo do estímulo e do tipo 

celular (MONCADA et al., 1991). Além disso, o ON tem sido descrito como crucial no controle 

da carga parasitária de animais infectados pelo T. cruzi e moléculas capazes de liberar ON em 

condições fisiológicas também mostram atividade leishmanicida (OLEA -AZAR et al., 2005 

BOIANI et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2009; SANMARCO et al., 2016). Dessa forma, os 

derivados benzofuroxanos têm sido bastante estudados frente à diversos parasitos, uma vez que, 

dependendo da dose utilizada podem exercer atividade parasiticida, sem afetar as células do 

hospedeiro.  

Sendo assim, a partir dos resultados descritos no primeiro artigo, foi realizado o 

experimento in vitro (ARTIGO II), no qual foi avaliada a atividade tripanocida do composto 

EA2 frente ao T. cruzi. Neste estudo o composto foi diluído em três diferentes concentrações 

(0,25%, 0,50% e 1%) e incubado por 72 h, a contagem das formas epimastigotas foi realizada 

a cada 24 h. Não foi observado crescimento das formas epimastigotas em nenhuma das 

concentrações testadas. A partir destes resultados, o teste in vivo (ARTIGO II) foi realizado. 

Neste experimento buscou-se avaliar a ação do composto EA2 frente ao T. cruzi e, também 

avaliar se o composto era capaz de proteger os animais das alterações hematológicas e 

bioquímicas induzidas pelo parasito, além de avaliar se o composto induzia a alterações no 

organismo dos animais sadios e tratados. Para isso, o composto EA2 foi administrado em três 

diferentes doses (10 mg/kg, 5 mg/kg e 2,5 mg/kg) e os animais divididos aleatoriamente em dez 

diferentes grupos. 

O composto EA2 não apresentou eficácia curativa nos animais, no entanto, foi capaz de 

retardar o início da parasitemia, bem como, reduzir a contagem das formas tripomastigotas nos 

animais tratados com o composto em comparação ao grupo não tratado. As menores doses 

apresentaram melhores resultados em relação a maior dose testada, o que pode ser explicado 

pela liberação de ON, pois a produção desta molécula provavelmente foi maior nos grupos 

tratados com a maior dose, uma vez que, quando a produção do ON é exacerbada ele passa a 

exercer atividade pró-inflamatória e alguns autores relacionam o pico da parasitemia de T. cruzi 
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com quantidades elevadas de ON (MARTINS et al., 1998; ARANTES et al., 2004; RIBEIRO 

et al., 2007). Em relação aos parâmetros hematológicos, o tratamento com o composto em 

animais infectados não foi capaz de prevenir as alterações induzidas pelo parasito, exceto nos 

animais tratados com a dose de 5 mg/kg nos quais não houve alterações no hematócrito e na 

contagem de eritrócitos. Os animais sadios tratados com o composto não apresentaram 

alterações hematológicas em relação ao grupo controle. 

Quanto ao perfil bioquímico dos animais, foi observado alterações na atividade sérica 

da ALT e AST, indicando desenvolvimento de lesão hepática nos animais infectados 

(LARANJA et al., 1948; PINTO et al., 2008; SANTOS et al., 2020; THRALL et al 2014). Os 

níveis séricos de albumina também encontraram-se alterados nos animais dos grupos 

infectados, o que pode estar relacionado ao desenvolvimento de lesão hepática ou pode ter 

ocorrido devido à inflamação, pois a albumina é uma proteína de fase aguda negativa e nestes 

casos, os níveis de proteínas plasmáticas encontram-se normais ou levemente reduzidos, como 

foi observado neste estudo (TRHALL, 2014). Ureia e creatinina apresentaram-se alteradas 

apenas no grupo infectado e tratado com o Bz, o que indica que o tratamento com este 

medicamento induz à danos renais (CASTRO et al., 2006). Níveis séricos de ureia alterados 

também foram encontrados nos grupos infectados e tratados com 5 mg/kg do composto e no 

grupo infectado e tratado com DMSO a 4%, no entanto, alteração isolada dos níveis de ureia 

não é suficiente para afirmar que houve dano renal nos animais, uma vez que, quando há 

redução da taxa de filtração glomerular, ocorre o aumento tanto de ureia quanto de creatinina, 

dessa forma, o aumento de ureia nestes dois grupos pode ter ocorrido devido a hemorragia 

gastrointestinal, já que, este tipo de hemorragia é descrita em pacientes com a doença de Chagas 

(LARANJA et al., 1948). Não houve alteração no perfil bioquímico dos animais sadios tratados 

com o composto EA2 nas diferentes doses testadas. 

 

5. CONCLUSÃO 

A síntese do composto composto EA2 (5-((5-(4-metoxifenil)-1,3,4-oxadiazol-2-

il)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol-N-óxido ) foi realizada com sucesso. Através dos 

resultados obtidos no primeiro experimento (ARTIGO I) observamos que todas as 

concentrações testadas (10 µM/mL, 50 µM/mL e 100 µM/mL) in vitro frente a leucócitos 

humanos não induziram à mutagenicidade e que apenas a menor concentração (10 µM/mL) não 

induziu a danos na viabilidade celular nem ao DNA, mostrando-se a única concentração segura 

nestes testes.  
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O composto EA2 apresentou atividade tripanocida in vitro em todas as doses testadas 

(0,25%, 0,50% e 1%). No experimento in vivo não foi evidenciada eficácia curativa nos animais 

infectados e tratados, contudo, o mesmo foi capaz de retardar o início da parasitemia e reduzir 

significativamente a contagem de parasitos nos grupos tratados com as menores doses.  

A dose de 5 mg/kg foi capaz de prevenir o desenvolvimento de anemia induzida pelo 

parasito e nenhuma das doses testadas impediu o desenvolvimento de alterações bioquímicas 

induzidas pelo T. cruzi. O composto EA2 não induziu a alterações na atividade sérica enzimas 

hepáticas e também não houve alterações nos níveis séricos de ureia e creatinina nos animais 

não infectados e tratados. O tratamento com o composto não induziu a alterações hematológicas 

em animais sadios. Sendo assim, os resultados descritos nestes dois artigos são de grande 

importância e demonstram, o potencial do composto EA2 na terapêutica da doença de Chagas. 

Como esta tese foi o primeiro trabalho desenvolvido com o referido composto, estudos 

adicionais devem ser realizados a fim de comprovar a segurança da terapia com o composto 

sintetizado, além disso, mais testes, avaliando diferentes doses, devem ser realizados, com o 

intuito de promover uma melhor resposta frente ao T. cruzi. 
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