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Introdução  
A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, permanece como 

uma doença tropical negligenciada e um importante problema de saúde pública mundial, 
acometendo aproximadamente 7 milhões de pessoas e sendo responsável por cerca de 50 mil 
mortes anuais (WHO, 2022). Inicialmente restrita à América Latina, a doença adquiriu 
dimensão global em decorrência dos fluxos migratórios, representando atualmente um 
importante desafio sanitário também em países não endêmicos (CONNERS et al., 2016; 
LIDANI et al., 2019; ANTINORI et al., 2017). Além do elevado impacto social, a doença 
gera um ônus econômico superior a US$ 7,2 bilhões por ano, principalmente em decorrência 
das complicações cardíacas e dos custos relacionados ao tratamento de pacientes em estágios 
avançados da infecção (CONNERS et al., 2016; LIDANI et al., 2019).  

A evolução clínica da doença compreende uma fase aguda, geralmente 
oligossintomática, seguida por uma fase crônica, na qual cerca de 30–40% dos indivíduos 
desenvolvem a forma cardíaca, considerada a manifestação clínica mais frequente e grave da 
doença. A cardiomiopatia chagásica crônica caracteriza-se por inflamação persistente, estresse 
oxidativo, remodelamento cardíaco, arritmias, insuficiência cardíaca e morte súbita, 
constituindo a principal causa de morbimortalidade associada à infecção por T. cruzi (RASSI 
et al., 2017; CALDAS et al., 2019; CHAO et al., 2020). Embora o diagnóstico precoce e o 
tratamento sejam fundamentais para reduzir a progressão da doença, a terapia etiológica 
permanece limitada ao benznidazol e ao nifurtimox, fármacos associados à elevada 
toxicidade, baixa eficácia na fase crônica e resposta variável entre diferentes cepas do 
parasito, evidenciando a necessidade urgente do desenvolvimento de alternativas terapêuticas 
mais seguras e eficazes (ÁLVAREZ-HERNÁNDEZ et al., 2021; CALDAS et al., 2019; 
ZUMA; SOUZA, 2021).  

Nesse contexto, compostos nitroimidazólicos apresentam reconhecidas propriedades 
antiparasitárias e imunomoduladoras (Kapoor et al., 2003), enquanto o eugenol possui 
atividades antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana e antiparasitária amplamente 
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descritas (KOTHARI et al., 2004). A estratégia de hibridação molecular dessas duas 
plataformas químicas representa uma abordagem promissora para a obtenção de candidatos 
com múltiplos mecanismos de ação, capazes de potencializar a atividade antiparasitária e 
reduzir o dano tecidual associado à infecção. Assim, foram sintetizados dois novos híbridos 
moleculares derivados de metronidazol e eugenol (AD06 e AD07), com o objetivo de avaliar 
sua atividade antiparasitária, seus efeitos sobre o estresse oxidativo e a inflamação, bem como 
seu potencial cardioprotetor em modelos in vitro e in vivo de infecção experimental por T. 
cruzi. 
 
Material e Métodos 

Os híbridos moleculares AD06 e AD07, derivados de metronidazol-eugenol e 
metronidazol-diidroeugenol, respectivamente, foram sintetizados conforme protocolo 
previamente descrito por Pelozo et al. (2021) e caracterizados por espectroscopia no 
infravermelho (IV) e espectrometria de RMN de 1H e 13C. O benznidazol foi utilizado como 
fármaco de referência. Nos ensaios in vitro, empregou-se a cepa Y (DTU II) de T. cruzi, 
parcialmente resistente ao benznidazol (Diniz et al., 2018), e cardiomiócitos H9c2 cultivados 
em DMEM suplementado, conforme descrito por Tardieux et al. (1992), Petersen e Burleigh 
(2003) e Gonçalves-Santos et al. (2019).  

A citotoxicidade dos híbridos em cardiomiócitos e a atividade antiparasitária sobre 
formas epimastigotas e tripomastigotas foram determinadas por ensaios de viabilidade celular 
utilizando resazurina ou contagem em câmara de Neubauer, permitindo o cálculo dos valores 
de CC₅₀ e IC₅₀ (BRANCAGLION et al., 2018; GONÇALVES-SANTOS et al., 2019; 
MAZZETI et al., 2019). O efeito sobre o parasitismo intracelular foi avaliado em 
cardiomiócitos infectados, utilizando o índice endocítico após coloração por Giemsa 
(SOUZA-SILVA et al., 2020). A produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), 
superóxido mitocondrial e peróxido de hidrogênio foi quantificada por fluorimetria e 
espectrofotometria utilizando kits comerciais. A atividade da enzima tripanotiona redutase foi 
determinada por método colorimétrico descrito por van den Bogaart et al. (2014), enquanto a 
troponina I cardíaca foi quantificada por ELISA como marcador de dano microestrutural 
(BONNEY et al., 2013). 

Nos ensaios in vivo, camundongos Swiss fêmeas foram infectados com 5 × 10³ 
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi e tratados durante sete dias com benznidazol, AD06 ou 
AD07 (100 mg/kg), conforme Filardi e Brener (1987). A parasitemia foi monitorada 
diariamente pelo método de Brener (1962), sendo determinados o pico, a parasitemia média e 
a área sob a curva (NOVAES et al., 2017). Ao final do experimento, foram avaliados 
marcadores plasmáticos de hepatotoxicidade (AST e ALT), níveis de IgG anti-T. cruzi por 
ELISA (Voller et al., 1976; Vilas-Boas et al., 2022) e alterações histopatológicas cardíacas 
por coloração em hematoxilina-eosina (SEQUETTO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2017; 
NOVAES et al., 2018). Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de 
Ética no Uso de Animais (Protocolo nº 59/2017). Os dados foram expressos como média ± 
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desvio-padrão e analisados quanto à normalidade pelo teste de D'Agostino-Pearson. 
Comparações entre grupos foram realizadas por ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis, 
seguidos dos testes pós-hoc apropriados, adotando-se p ≤ 0,05. 

 
Resultados e Discussão 

Os híbridos AD06 e AD07 apresentaram atividade antiparasitária frente às formas 
epimastigota e tripomastigota de T. cruzi, exibindo maior potência que o metronidazol e 
citotoxicidade significativamente inferior ao benznidazol em cardiomiócitos H9c2. Os dois 
híbridos apresentaram menores valores de IC₅₀ para ambas as formas parasitárias e maiores 
índices de seletividade, indicando que a estratégia de hibridação molecular entre metronidazol 
e derivados do eugenol potencializou a atividade tripanocida sem comprometer a segurança 
celular, conforme demonstrado na tabela 1. Esses resultados corroboram estudos que 
demonstram que a associação de diferentes farmacóforos em uma mesma molécula pode 
resultar em compostos com maior eficácia biológica e melhor perfil farmacológico (PELOZO 
et al., 2021). 
 

Tabela 1. Potencial antiparasitário, citotóxico e seletivo de híbridos de metronidazol em comparação 
ao benznidazol sobre Trypanosoma cruzi e cardiomiócitos in vitro. 

 
AD06: Híbrido de metronidazol conjugado ao eugenol e nitrado na posição meta em relação ao grupo hidroxila. 
AD07: Híbrido de metronidazol conjugado ao di-hidroeugenol e nitrado na posição orto em relação ao grupo 
hidroxila. 
IC₅₀: concentração inibitória média capaz de inibir 50% das diferentes formas parasitárias. 
CC₅₀: concentração citotóxica média capaz de reduzir em 50% a viabilidade de cardiomiócitos H9c2. 
IS: índice de seletividade. 
Epi: epimastigotas. 
Tryp: tripomastigotas. 
Os valores de IC₅₀ e CC₅₀ são apresentados como média ± desvio-padrão. 

 
 

A avaliação do parasitismo intracelular revelou que ambos os híbridos reduziram 
significativamente a infecção de cardiomiócitos H9c2 por T. cruzi de maneira concentração-
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dependente (Fig. 1). O AD07 promoveu as maiores reduções no número de células infectadas, 
na quantidade de amastigotas intracelulares e, conseqüentemente, no índice endocítico, 
alcançando efeito semelhante ao observado com o benznidazol nas maiores concentrações 
testadas. A diminuição da carga parasitária intracelular é particularmente relevante, uma vez 
que a permanência do parasito nos tecidos constitui um dos principais fatores associados à 
manutenção da resposta inflamatória e à progressão da cardiomiopatia chagásica crônica 
(BONNEY; ENGMAN, 2008). 
 

 
 
 
A infecção por T. cruzi promoveu intenso aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio (ERO), superóxido mitocondrial e peróxido de hidrogênio em cardiomiócitos 
infectados. O tratamento com AD07 reduziu significativamente esses marcadores oxidativos 
em todas as concentrações avaliadas, apresentando desempenho semelhante ao benznidazol, 
enquanto AD06 exerceu efeito antioxidante mais discreto, restrito às maiores concentrações 
(Fig. 2). A redução das ERO provavelmente decorre da menor carga parasitária intracelular 
associada ao conhecido potencial antioxidante dos derivados fenólicos do eugenol, capazes de 
sequestrar radicais livres e limitar danos oxidativos celulares (KORKMAZ et al., 2021; 
KOTHARI et al., 2010). Esses achados são particularmente relevantes, considerando que o 
estresse oxidativo desempenha papel central na disfunção mitocondrial, morte celular e 
remodelamento cardíaco observados durante a doença de Chagas (WEN et al., 2018; 
DHIMAN; GARG, 2011). 

 
 
 

Figura 1. Taxa de infecção e parasitismo celular (índice 
endocítico) em cardiomiócitos H9c2 desafiados com T. cruzi e 
tratados com novos híbridos à base de metronidazol/eugenol 
(AD06 e AD07) e com benznidazol (Bz). INF = 
cardiomiócitos desafiados com T. cruzi e não tratados; BZ, 
AD06 e AD07 = cardiomiócitos tratados com benznidazol e 
com os híbridos AD06 e AD07, respectivamente. Os dados 
são expressos como média e desvio-padrão. *Diferença 
estatística (P ≤ 0,05) entre os grupos em relação ao grupo 
controle INF. 
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Além da modulação do ambiente oxidativo da célula hospedeira, os híbridos 

interferiram diretamente na homeostase redox do parasito. Tanto AD06 quanto AD07 
reduziram significativamente a atividade da tripanotiona redutase, sendo o efeito mais 
pronunciado para AD07, enquanto o benznidazol não promoveu inibição significativa dessa 
enzima (Fig. 3). A tripanotiona redutase constitui um alvo farmacológico altamente atrativo 
por ser essencial para a manutenção do sistema antioxidante exclusivo dos 
tripanossomatídeos, protegendo o parasito contra espécies reativas produzidas durante a 
infecção. Dessa forma, sua inibição aumenta a susceptibilidade do T. cruzi ao estresse 
oxidativo e potencializa a atividade tripanocida (FAIRLAMB; CERAMI, 1992; KRAUTH-
SIEGEL; COMINI, 2008). Esses resultados sugerem que os híbridos atuam por mecanismo 
complementar ao do benznidazol, ampliando as possibilidades para o desenvolvimento de 
novas estratégias terapêuticas. 

 

Figura 2. Produção total de espécies reativas de oxigênio (EROs - A), 
superóxido mitocondrial (B) e peróxido de hidrogênio (C) em cardiomiócitos 
H9c2 desafiados com T. cruzi e tratados com novos híbridos à base de 
metronidazol/eugenol (AD06 e AD07) e com benznidazol (Bz). Grupos: UUC 
= cardiomiócitos não infectados e não tratados; INF = cardiomiócitos não 
tratados e desafiados com T. cruzi; AD06 e AD07 = cardiomiócitos tratados 
com AD06 e AD07 nas concentrações de 100%, 50% e 25% da IC50 para T. 
cruzi e desafiados com esse parasita. Os dados são expressos como média e 
desvio-padrão. Diferença estatística (P ≤ 0,05) entre os diferentes fármacos 
em comparação com: * UUC e INF; & INF; # UUC; † Bz 1,34 / 0,67, AD06 
2,57 / 1,28 e AD07 2,66 / 1,33; ‡ Bz 1,34, AD06 2,57 e AD07 2,66. 
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O dano microestrutural aos cardiomiócitos foi avaliado pela quantificação de 

troponina I cardíaca (cTnI), biomarcador amplamente empregado para detectar lesão 
miocárdica. A infecção por T. cruzi elevou significativamente os níveis de cTnI no 
sobrenadante das culturas celulares, enquanto o tratamento com AD07 promoveu redução 
significativa desse marcador em todas as concentrações avaliadas, apresentando efeito 
comparável ao benznidazol. O AD06 também reduziu a liberação de cTnI, porém de forma 
menos intensa (Fig. 4). Considerando que o aumento de troponina I está associado à lesão de 
cardiomiócitos durante a fase aguda da infecção chagásica (Bonney et al., 2013), esses 
resultados reforçam que o AD07 exerce importante efeito cardioprotetor, provavelmente 
decorrente da combinação entre sua atividade antiparasitária e a redução do estresse oxidativo 
induzido pela infecção. 

 

 
 

 

Figura 3. Atividade da tripanotiona redutase em T. cruzi (A) e 
capacidade antioxidante total em cardiomiócitos H9c2 desafiados 
com T. cruzi (B) tratados com novos híbridos à base de 
metronidazol/eugenol (AD06 e AD07) e benznidazol (Bz). Grupos: 
UT = parasitos não tratados; UUC = cardiomiócitos não infectados 
e não tratados; INF = cardiomiócitos não tratados desafiados com 
T. cruzi; AD06 e AD07 = AD06 e AD07 administrados a 100%, 
50% e 25% da CI50 calculada para T. cruzi. Os dados são 
expressos como média e desvio-padrão. Diferença estatística (P ≤ 
0,05) entre os diferentes fármacos em comparação com *UT, UUC 
e INF; ‡ Bz 1,34, AD06 2,57 e AD07 2,66; † Bz 1,34 / 0,67, AD06 
2,57 / 1,28 e AD07 2,66 / 1,33; & INF; # UUC. 

Figura 4.  Níveis de troponina I cardíaca em cardiomiócitos 
H9c2 desafiados com T. cruzi e tratados com novos híbridos à 
base de metronidazol/eugenol (AD06 e AD07) e benzonidazol 
(Bz). Grupos: UUC = cardiomiócitos não infectados e não 
tratados; INF = cardiomiócitos não tratados e desafiados com T. 
cruzi; AD06 e AD07 = cardiomiócitos tratados com AD06 e 
AD07 nas concentrações de 100%, 50% e 25% da CI50 para T. 
cruzi e desafiados com esse parasita. Os dados são expressos 
como média e desvio-padrão. Diferença estatística (P ≤ 0,05) 
entre os diferentes fármacos em comparação com *UUC e INF; 
# UUC; † Bz 1,34 / 0,67, AD06 2,57 / 1,28 e AD07 2,66 / 1,33; 
‡ Bz 1,34, AD06 2,57 e AD07 2,66. 
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Nos ensaios in vivo, todos os animais infectados desenvolveram parasitemia, 

confirmando o estabelecimento da infecção experimental. Entretanto, o tratamento com AD07 
reduziu significativamente o pico de parasitemia, a parasitemia média e a área sob a curva 
parasitêmica, apresentando efeito semelhante ao benznidazol, enquanto AD06 promoveu 
resposta mais discreta (Fig. 5). A menor carga parasitária observada com AD07 confirma os 
resultados in vitro, demonstrando que sua atividade tripanocida é mantida em um sistema 
biológico complexo e sugerindo adequada biodisponibilidade do composto (FILARDI; 
BRENER, 1987; NOVAES et al., 2017). Além disso, nenhum tratamento promoveu 
mortalidade, indicando boa tolerabilidade. 

 
 
 

 
 

 

A avaliação da segurança demonstrou que AD06 e AD07 não induziram 
hepatotoxicidade. Os níveis plasmáticos de AST e ALT permaneceram semelhantes aos 
observados nos animais tratados com benznidazol, indicando ausência de dano hepático 
adicional (Fig. 6). Esse achado é particularmente relevante, considerando que a toxicidade 
sistêmica constitui uma das principais limitações da terapêutica atualmente disponível para a 
doença de Chagas (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; ZUMA; SOUZA, 2021). A análise 
da resposta humoral revelou aumento de IgG total e das subclasses IgG1, IgG2a e IgG2b em 
todos os grupos infectados, sem diferenças entre animais tratados e não tratados. Esses 
resultados indicam que os híbridos preservaram a resposta imune específica contra T. cruzi, 
sugerindo que a redução da parasitemia decorreu da ação antiparasitária direta dos compostos, 
e não de imunossupressão (VOLLER et al., 1976; VILAS-BOAS et al., 2022). 

 

 

Figura 5. Curva de parasitemia obtida de camundongos 
infectados por T.cruzi e tratados com novos híbridos à base 
de metronidazol/eugenol (AD06 e AD07) e com benznidazol 
(Bz). INF: infectados e não tratados (n=10); Bz: infectados e 
tratados com 100 mg/kg de benznidazol (n=8); AD06: 
infectados e tratados com 100 mg/kg de AD06 (n=8); AD07: 
infectados e tratados com 100 mg/kg de AD07 (n=8). As 
linhas representam a variação da parasitemia sanguínea 
média observada em todos os grupos experimentais durante o 
período do experimento. O tratamento foi administrado 
diariamente por via oral durante sete dias consecutivos (5 a 
11). Seta: confirmação da infecção e início do tratamento (dia 
5). Elipse pontilhada: último dia de tratamento (dia 11). 
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A análise histopatológica confirmou intenso infiltrado inflamatório cardíaco nos 
animais infectados (Fig. 7). O tratamento com AD07 reduziu significativamente a miocardite, 
preservou a arquitetura das fibras musculares e diminuiu a carga parasitária cardíaca, 
apresentando efeito semelhante ao benznidazol e superior ao AD06. Esses resultados 
reforçam que a redução do parasitismo contribui diretamente para a menor resposta 
inflamatória tecidual, uma vez que a persistência do parasito constitui um dos principais 
estímulos para a progressão da cardiomiopatia chagásica (RASSI et al., 2017). Além disso, as 
propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias do fragmento derivado do eugenol 
provavelmente contribuíram para a preservação do tecido cardíaco (WEN et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Índice hepatossomático e níveis plasmáticos de enzimas indicadoras de função hepática em camundongos 
controle não infectados e infectados por T. cruzi, tratados com novos híbridos à base de metronidazol/eugenol (AD06 e 
AD07) e com benznidazol (Bz). UUC: Controle não infectado e não tratado (n=10); INF: Infectado e não tratado (n=8); 
Bz: Infectado e tratado com 100 mg/kg de benznidazol (n=8); AD06: Infectado e tratado com 100 mg/kg de AD06 (n=8); 
AD07: Infectado e tratado com 100 mg/kg de AD07 (n=8). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina 
aminotransferase. a, b, c: Grupos marcados com letras diferentes apresentam diferença estatística (P<0,05), e grupos que 
compartilham alguma letra não apresentam diferença estatística (P>0,05), segundo a análise de variância de Kruskal-
Wallis por postos (One Way Analysis of Variance on Ranks) seguida pelo teste post-hoc de Tukey. 
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Conclusões 
Os resultados obtidos demonstram que a combinação entre reposicionamento de 

fármacos e hibridação molecular constituiu uma estratégia eficaz para o desenvolvimento de 
novos candidatos terapêuticos contra Trypanosoma cruzi. Os híbridos metronidazol-eugenol 
apresentaram atividade tripanocida, baixa citotoxicidade e elevada seletividade, destacando-se 
o AD07 por reduzir o parasitismo, o estresse oxidativo e o dano aos cardiomiócitos, além de 
inibir a tripanotiona redutase, reduzir a parasitemia e atenuar a miocardite experimental sem 
evidências de hepatotoxicidade. Em conjunto, os achados indicam que o AD07 reúne 
características farmacológicas promissoras para o desenvolvimento de novas alternativas 
terapêuticas mais seguras e eficazes para a doença de Chagas. Embora parte de seu efeito 
cardioprotetor possa ser atribuída à redução da carga parasitária, a possível contribuição de 
mecanismos anti-inflamatórios diretos deve ser investigada em estudos futuros, visando 
ampliar a compreensão de seu potencial terapêutico.  
 

Figura 7. Imagens microscópicas e celularidade intersticial (gráfico) do coração de camundongos não infectados e infectados 
pelo T. cruzi, tratados com novos híbridos à base de metronidazol/eugenol (AD06 e AD07) e com benznidazol (Bz). 
(Microscopia de campo claro, coloração por hematoxilina e eosina, barra de escala = 50 μm). UN: não detectável. UUC: 
Controle não infectado e não tratado (n=10); INF: infectado e não tratado (n=8); Bz: infectado tratado com 100 mg/kg de 
benznidazol (n=8); AD06: infectado tratado com 100 mg/kg de AD06 (n=8); AD07: infectado tratado com 100 mg/kg de AD07 
(n=8). Imagens microscópicas: Asterisco = cardiomiócitos, ponta de seta = ninhos de amastigotas, seta = vasos sanguíneos, 
estrela = infiltrado inflamatório. No gráfico, os dados são expressos como média e erro padrão. a, b, c Grupos marcados com 
letras diferentes apresentam diferença estatística (P<0,05), e grupos marcados com alguma letra em comum não apresentam 
diferença estatística (P>0,05) segundo a Análise de Variância de Postos de Kruskal-Wallis de via única seguida pelo teste post-
hoc de Tukey.  
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