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ANJOS,  Danielle Oliveira dos. Avaliação do efeito do derivado de β-lapachona 

R72 em formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e na infecção de 
macrófagos pelo T. cruzi in vitro. 99 f. il.  Tese (Doutorado) – Fundação Oswaldo 
Cruz, Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz, Salvador, 2014. 

RESUMO 

A tripanossomíase americana também conhecida como doença de Chagas é um 

importante problema de saúde pública, uma doença de origem parasitária que 

afeta 8 milhões de pessoas na América Latina (OMS, 2013). Atualmente existem 

apenas dois fármacos utilizados na prática clínica: o benzonidazol e o nifurtimox. 

Esse último não é usado no Brasil. Esses fármacos apresentam efeitos 

colaterais e são confrontados com cepas resistentes (FILARDI e BRENER, 

1987; MEJIA et al., 2012). Desta forma, torna-se necessária a busca de 

compostos que apresentem maior eficácia e menor toxicidade. No presente 

trabalho foi avaliado o efeito do composto derivado de β–lapachona, R72, em 

formas tripomastigotas de T. cruzi e em macrófagos infectados in vitro. 

Observamos que a R72 reduziu, significativamente (p<0,05), o número de 

parasitos viáveis, produzindo IC50  de 15 µM. A análise ultraestrutural revelou 

que a R72 causou danos na bolsa flagelar, cinetoplasto e mitocôndrias. Além 

disso, encontramos a presença de corpúsculos lipídicos e figuras de mielina no 

citoplasma do protozoário, indicando processos de autofagia, a qual foi 

confirmada pela sonda MDC. A análise por citometria de fluxo indicou morte por 

apoptose, necrose e produção de espécies reativas de oxigênio. Além disso, o 

composto não apresentou toxicidade para células de mamíferos em 

concentrações inferiores a 200 µM. A R72 reduziu, significativamente, a 

percentagem de macrófagos infectados pelo T. cruzi e o número de parasitos 

por macrófagos. Verificamos inibição da internalização de parasitos quando os 

macrófagos foram tratados previamente com o composto R72. Análise ultra-

estrutural evidenciou um processo de autofagia caracterizado pela presença de 

vacúolo autofágico e formação de corpúsculos lipídicos. O mecanismo envolvido 

na formação de vacúolos autofágicos e corpúsculos lipídicos é independente da 

produção de óxido nítrico. Esses resultados ajudam a elucidar os mecanismos 

de ação de fármacos potenciais para a quimioterapia da doença de Chagas.   

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, ultraestrutura, quimioterapia. 
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ABSTRACT 

The American trypanosomiasis also known as Chagas disease is a major public 

health problem, a parasitic disease caused that affects 8 million people in Latin 

America (OMS, 2013). Currently there are only two drugs used in clinical 

practice: the benznidazole and the nifurtimox. The latter is not used in Brazil. 

These drugs are faced with considerable side effects and resistant strains 

(FILARDI e BRENER, 1987; MEJIA et al., 2012). Thus the search for drugs 

effective in the chronic phase of the disease and lower toxicity is required. In this 

study the effect of the β-lapachone derivative R72 in trypomastigote forms of T. 

cruzi and upon the infection of macrophage by T. cruzi in vitro. We observed that 

the R72 significantly inhibited (p<0,05)  the number of viable parasites, producing 

IC50 of 15 µM. The ultrastructural analysis by transmission electron microscopy 

revealed that the R72 has caused damage to the flagellar pocket, kinetoplast and 

mitochondria. Furthermore, we found the presence of lipid bodies and myelin 

figures in the cytoplasm of the protozoan indicating autophagic process, which 

was confirmed by the MDC probe. Analysis by flow cytometry indicated death by 

apoptosis and necrosis and production of reactive of reactive oxygen species. 

Furthermore, the compound did not show toxicity to mammalian cells at 

concentrations below 200 µM. The R72 significantly reduced the percentage of 

infected macrophages and the number of number of T. cruzi parasites per 

macrophage. We observed inhibition of internalization of parasites when 

macrophage were pretreated with the compound R72. Ultrastructural analysis 

revealed a process of autophagy characterized by the presence of autophagic 

vacuoles and lipid body formation. The mechanism involved in the formation of 

autophagic vacuoles and lipid body is independent of nitric oxide. These results 

help elucidating the mechanisms action of potential drugs and provide new tools 

for chemotherapy of Chagas disease.  

Word-key: Trypanosoma cruzi, ultrastructure, chemotherapy.   
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DA DOENÇA DE CHAGAS 
 

A doença de Chagas é um importante problema de saúde pública, uma 

doença de origem parasitária que afeta mais de 80 mil pessoas na América do 

Norte e Europa (COURA e VIÑHAS, 2010) e cerca de 8 milhões de pessoas nas 

Américas do Sul e Central (OMS, 2013). De acordo com a Organização Mundial 

de Saúde (OMS), anualmente são relatadas aproximadamente 21 mil mortes 

associadas à doença (OMS, 2013). Estima-se que no Brasil cerca de 5 a 6 

milhões de pessoas estão infectadas pelo Trypanosoma cruzi, havendo 

aproximadamente seis mil óbitos por ano associados à doença (SILVEIRA, 

2000). Segundo Gonçalves et al. (2007), a doença de Chagas é a quarta causa 

de morte entre as doenças parasitárias, sendo a faixa etária, acima de 45 anos,  

a mais atingida no Brasil.  

O Brasil recebeu, em 2006, da Organização Panamericana de 

Saúde/Organização Mundial de Saúde (OPAS/OMS), um certificado de 

erradicação do principal vetor domiciliar da doença de Chagas, o Triatoma 

infestans. Entretanto, outras espécies de triatomíneos silvestres se adaptam 

bem às moradias, atraídos pela iluminação destas e são importantes vetores de 

T. cruzi.  

Nos últimos 18 anos, vetores da espécie Triatoma tibiamaculata foram 

encontrados em residências de moradores da cidade de Salvador/Bahia (DIAS-

LIMA e SCHERLOCK, 2000).  Esse vetor, que é bem característico de ambiente 

silvestre, vem ganhando espaço em áreas domiciliares e torna-se um importante 

vetor da doença de Chagas. Contudo, estudos realizados por Ribeiro-Junior, 

2006 demonstraram a ocorrência de 40 triatomíneos da espécie Triatoma 

tibiamaculata próximos a remanescentes florestais de Salvador/Bahia. Essas 

espécies foram coletadas ou levadas espontaneamente pela população para o 

Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz – CPqGM (DIAS-LIMA e SCHERLOCK, 

2000; RIBEIRO-JUNIOR, 2006; DIAS, 2007). 
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Em novembro de 2008 foi divulgada pela mídia a captura de 400 

triatomíneos desta espécie na região da paralela em Salvador/Bahia, sendo que 

50% deles estavam infectados pelo T. cruzi. Esses dados reforçam o risco de se 

adquirir a doença de Chagas através de vetores que são considerados de 

ambiente silvestre. Tal possibilidade já havia sido aventada previamente em 

estudo realizado pela FIOCRUZ/BA (DIAS e SCHERLOCK, 2000; RIBEIRO-

JÚNIOR, 2006). 

Embora a transmissão vetorial da doença de Chagas, pelo vetor (Triatoma 

infestans), tenha sido controlada em 11 estados do Brasil, outros vetores e 

outras vias de contaminação, como por exemplo, a transmissão oral, podem ser 

responsáveis por novos casos de infecção. Apesar de alguns pesquisadores 

como Camandaroba et al. (2002) e Barbosa (2006), terem estudado a forma de 

transmissão oral em animais experimentais, essa forma de transmissão era 

pouco conhecida ou divulgada. E recentemente a transmissão da doença de 

Chagas através de alimentos contaminados foi amplamente divulgada, por 

jornais, televisão, pela secretaria de vigilância sanitária (SVS) e também pela 

agência nacional de vigilância sanitária (ANVISA).   

Em 2005 foram relatados em Santa Catarina, 24 casos de pessoas com 

esta doença após ingerir caldo de cana contaminado pelo T. cruzi, sendo que 

destas, três pessoas foram a óbito (STEINDEL et al., 2005; BRASIL, 2007).  Na 

região Norte foi registrado 100 casos de pessoas infectadas pelo T. cruzi, todas 

associadas ao consumo de suco fresco de açaí (BRASIL, 2008; ANVISA, 2008; 

NOBREGA et al., 2009). 

Andrade et al. (2011) realizaram um estudo biológico, bioquímico e 

molecular das cepas T. cruzi que foram isoladas dos pacientes durante um surto 

de infecção oral no estado de Santa Catarina em 2005, e classificou de acordo 

com o novo consenso como todas pertencentes ao biodema tipo II. Foram 

demonstradas por Andrade (1974) e Andrade et al. (1985), as diferenças entre 

os biodemas (grupos de cepas do T. cruzi) e as respostas aos quimioterápicos 

pelas cepas tipo I, II e III. Na infecção com o biodema tipo I (cepa Y) de T. cruzi 

verificou-se elevado macrofagotropismo, alta virulência com pico parasitêmico do 

7º ao 12º dia e alta suscetibilidade ao tratamento com o benzonidazol e o 
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nifurtimox, enquanto que na infecção com o biodema tipo II (cepa 21 SF, 

Peruana) observou-se curso parasitêmico mais lento e tropismo pelo miocárdio 

na fase aguda da infecção. Já as cepas do biodema tipo III (cepa Colombiana) é 

altamente resistente ao tratamento, sendo que a parasitemia evolui lentamente 

atingindo níveis elevados aos 30 dias e apresenta um nítido miotropismo com 

envolvimento de músculos esqueléticos (ANDRADE et al., 1985). 

 Atualmente a nomenclatura para cepas de T. cruzi devem ser 

classificadas em 6 DTUs (Discrete Typing Units), (T. cruzi I-VI), de acordo com 

esse novo sistema de classificação as cepas Y e Peruana estão no grupo  de T. 

cruzi II (TcII) e a cepa colombiana no grupo de  T. cruzi I (TcI)  (ZINGALES et al., 

2009). 

Estes estudos são importantes para identificar o tipo de cepa, direcionar o 

tratamento dos pacientes, ajudar no entendimento do curso da infecção e a 

resposta aos quimioterápicos, visto que esta doença vem assumindo importante 

relevância nas diferentes formas de transmissão. 

Uma vez ocorrida a adaptação entre parasito e hospedeiro, outras formas 

de transmissão são consideradas secundárias, como por exemplo, acidentes 

laboratoriais, a transmissão congênita, a transmissão por via oral através de 

alimentos contaminados pelo T. cruzi e a transfusão de sangue (VINHAES et al., 

2000; DIAS, 2000). Contudo, o aumento de indivíduos infectados com o T. cruzi 

em áreas endêmicas gera preocupação devida à migração desses indivíduos 

para países onde a doença não existia Coura e Viñas (2010), tornando-se 

necessária uma avaliação médica e social de pessoas infectadas para países 

não endêmicos, devido à possibilidade de transmissão através de transfusões de 

sangue (RIBEIRO et al., 2012).  Na Figura 1 estão representados os países que 

apresentam números alarmantes de pessoas infectadas com o T. cruzi. Esses 

países eram considerados como países de áreas não endêmicas da doença de 

Chagas (COURA e VIÑAS, 2010). 

Assim, essa doença continua sendo um importante problema de saúde 

pública, visto que a tendência de surgimento de novos casos tanto em áreas 
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endêmicas como não endêmicas é uma realidade visível nas diferentes formas 

de transmissão. 

 

 

Figura 1. Vias de migração da América Latina (área endêmica) e estimativa do número 
de pessoas infectadas em países considerados não endêmicos (Estados Unidos e 
Canadá, Europa, Japão e Austrália). 

 

 

1.2  O CICLO BIOLÓGICO DO Trypanosoma cruzi 

O Trypanosoma cruzi é o protozoário causador da doença de Chagas. 

Este parasito pertence ao filo Protozoa, classe Zoomastigophora, ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma. 

 O ciclo do Trypanosoma cruzi, normalmente alterna o parasitismo entre 

um hospedeiro vertebrado, incluindo o homem e numerosas espécies de 

mamíferos terrestres ou arborícolas (que pode ser silvestre) e um vetor 

hematófago (hemípteros da família Reduvidae e subfamília Triatominae (Figura 

2). 

Fonte:Coura e Viñas, 2010 
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Figura 2.  Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi mostrando as diferentes formas 
evolutivas do parasito nos hospedeiros vertebrado e invertebrado.  Em (1) no repasto 
sanguíneo o triatomíneo libera as fezes e urina com as formas tripomastigotas 
metacíclicas, as quais penetram na lesão ou em membranas mucosas como a 
conjuntiva; (2) Tripomastigotas metacíclicos penetram em diversos tipos de células e 
transformam- se em amastigotas; (3) Amastigotas multiplicam-se em células de tecidos 
infectados, e transforma-se em tripomastigotas, ocorre lise da célula parasitada e 
liberação de tripomastigotas no sangue, os quais podem infectar outras células, 
tranformar-se em amastigotas intracelulares em novos locais de infecção, 
manifestações clínicas podem resultar desse ciclo infectivo; (4) Amastigotas 
intracelulares transformam-se em tripomastigotas e são liberados na corrente 
sanguínea; (5) Repasto sanguíneo (tripomastigotas sanguíneos são adquiridos); (6) 
Transforma-se em epimastigotas; (7) Ocorre multiplicação das formas epimastigotas no 
intestino médio do triatomíneo; (8) As formas epimastigotas transformam-se em 
tripomastigotas metacíclicos, os quais podem ser transmitidos em um novo repasto 
sanguíneo. Figura adaptada do Centro de Controle de doença de Chagas (CDC, 2013). 

  

Na corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado, o T. cruzi é encontrado 

na forma tripomastigota, a qual apresenta porção da mitocondria localizada junto 

ao corpo basal do flagelo, apresentando grande concentração de DNA 

mitocondrial, cinetoplasto, localizado na porção posterior da célula. Esta forma 

não apresenta capacidade proliferativa, porém é infectante e pode invadir 

diferentes tipos celulares. Ao invadir a célula, esta forma se diferencia em 

amastigota, a qual apresenta um flagelo muito curto, geralmente restrito à 

própria bolsa flagelar e um cinetoplasto em forma de bastão junto à base do 

Estágio no triatomíneo Estágio no mamífero
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flagelo. A amastigota é a forma proliferativa intracelular do T. cruzi, que se divide 

binariamente. Após vários ciclos de proliferação, essas voltam a forma 

tripomastigotas e provocam a ruptura celular, quando caem na corrente 

sanguínea podendo infectar outras células, repetindo este processo, ou serem 

captadas pelo vetor durante repasto sanguíneo (DE SOUZA, 2002). 

No vetor, o ciclo do parasito começa quando este ingere formas 

tripomastigotas sanguícolas durante o repasto sanguíneo. Ao chegar ao intestino 

anterior, a forma tripomastigota sanguícola se transforma gradualmente na forma 

epimastigota, que se caracteriza pelo cinetoplasto justaposto à porção anterior 

do núcleo, membrana ondulante curta e flagelo livre bem desenvolvido (TYLER e 

ENGMAN, 2001; BURLEIGH e WOOLSEY, 2002). 

No intestino médio começa a fase de replicação das formas 

epimastigotas, através de divisões binárias sucessivas (DE SOUZA, 2000). Em 

seguida, no intestino posterior ou reto, os epimastigotas evoluem para 

tripomastigotas metacíclicos, formas infectantes que são expulsas com as 

dejeções do inseto no momento em que este faz novo repasto sanguíneo 

(BRENER et al., 2000).  

 

1.2.1 Interação de Trypanosoma cruzi com a célula hospedeira 

 

 O processo de interação parasito-hospedeiro envolve muitas moléculas 

de reconhecimento e mecanismos distintos, tanto da célula hospedeira como do 

parasito (SCHENKMAN et al., 1988; MORTARA, 1991; CALER et al., 2001). 

De acordo com Yoshida et al. (1990); Ramirez et al. (1993); Previato et al. 

(1994), as moléculas envolvidas neste processo de interação são glicoproteínas 

e proteínas (do tipo lectina) que estão presentes no parasito e na célula 

hospedeira. Essas moléculas presentes em ambos os componentes da 

interação, exercem papel essencial na fase inicial de adesão/ reconhecimento, 

invasão e sinalização (CORTEZ et al., 2003, MAEDA et al., 2012). 
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As moléculas envolvidas para o processo de interação presentes em T. 

cruzi e na célula-alvo variam de acordo com a forma do parasito e o tipo de 

célula em estudo. No parasito, algumas das moléculas importantes para o 

processo de adesão em células hospedeiras icluem as glicoproteínas do tipo 

gp82, gp35/50 e gp90 (YOSHIDA et al., 1990; RAMIREZ et al., 1993; PREVIATO 

et al., 1994). A gp82 é uma glicoproteína presente na forma tripomastigota 

metacíclica. Essa molécula é responsável pela mobilização do cálcio, que é 

necessário para o processo de invasão na célula-alvo (YOSHIDA, 2006; MAEDA 

et al., 2012). Favoreto e colaboradores em 1998 demonstraram que esta 

glicoproteína medeia a fosforilação da proteína tirosina-cinase, fosfolipase C e 

com consequente hidrólise de fosfatidilinositol trifosfato (IP3), produzindo 

inositoltrifosfato e diacilglicerol, que são importantes para a cascata de 

sinalização durante o processo de invasão. 

A glicoproteína gp35/50 semelhante a gp82 liga-se a receptores da célula 

de forma dependente e ativa a liberação de cálcio dos estoques intracelulares no 

entanto, a via de sinalização é dependente de AMP cíclico (AMPc) e de 

acidocalcissoma, organela que contém íons cálcio, manganês, sódio e zinco 

(Ca2+, Mg2+, Na+ e Zn2+) (DOCAMPO et al., 1995). Além desses íons esta 

organela ainda apresenta um sistema de antiporte Ca2+/H+ e fornece o Ca2+ 

necessário para a sinalização do parasito no processo de internalização 

(YOSHIDA, 2006; NEIRA et al., 2002). 

Em formas tripomastigotas, derivadas de culturas, algumas das moléculas 

importantes para o processo de invasão são as moléculas conhecidas como 

Tc85, trans-sialidase (TS) e cruzipaína (OUAISSI et al.,1986; ALVES et al 1986), 

as quais podem ligar-se a diferentes componentes da célula hospedeira, como: 

citoqueratina 18 (MAGDESIAN et al., 2001) e a componentes de matriz 

extracelular, como fibronectina (OUAISSI et al.,1986) e laminina (GIORDANO et 

al., 1994). A trans-sialidase é uma enzima de T. cruzi capaz de remover ácido 

siálico das glicoproteínas da célula hospedeira e o transfere para suas próprias 

moléculas, facilitando sua penetração na célula hospedeira e a evasão do 

lisossoma (FERREIRO-GARCIA et al., 1993; GIORGI et al., 2011). 
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Outra molécula de T. cruzi importante para o processo de invasão é a 

cruzipaína, uma importante cisteíno proteinase que é capaz de ativar a liberação 

de cálcio dos estoques intracelulares (DE SOUZA et al., 2010).  

Estudos com macrófagos realizados por Nogueira (1976) demonstraram 

que a glicoproteína gp90 regula negativamente a invasão do parasito na célula 

hospedeira com baixos níveis de indução do sinal de cálcio. Desta forma, 

percebemos que diferentes moléculas de T. cruzi, bem como diferentes formas 

do parasito, expressam diferentes moléculas de superfície. 

Sendo assim, independente da molécula de superfície envolvida no 

processo de adesão/invasão, é importante que ocorra mobilização de cálcio para 

invasão e modificações da membrana no processo de internalização de T. cruzi 

na célula de mamífero.  

Um estudo de microscopia eletrônica realizado por Nogueira e Conh 

(1976) revelou que o mecanismo de entrada das formas epimastigotas e 

tripomastigotas de T. cruzi em células fagocíticas ocorre através da 

polimerização de actina, uma proteína constitutiva do citoesqueleto de 

eucariotos essencial para a formação de projeções de membrana associadas ao 

processo de fagocitose. Segundo Woolsey e Burleigh, 2004, a polimerização de 

actina da célula hospedeira é necessária para a retenção do parasito e 

associação de compartimentos da via endossomal/lisossomal. 

Em macrófagos, ocorre a participação de macromoléculas glicosiladas 

ricas em galactose, manose, fucose, N-acetilglicosamina e N-

acetilgaloctosamina (ARAUJO-JORGE, 1984; GARRIDO et al., 2011; VÁZQUEZ 

et al., 2014). Araújo-Jorge (1984) demonstrou que o pré-tratamento de 

epimastigotas com tripsina não interfere na fagocitose, no entanto, ela verificou 

um aumento significativo na fagocitose de formas tripomastigotas por 

macrófagos peritoneais após o pré-tratamento dos macrófagos com esta enzima. 

Os resultados obtidos, em conjunto com outros trabalhos, demonstram que 

glicoproteínas e/ou glicolípidios na membrana do macrófago reconhecem 

componentes e/ou opsoninas na superfície do parasito. Alguns dos receptores 

de macrófagos, tais como, para Fc e C3b (HUBER et al., 1968) e receptores 
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Toll-like 2 têm um papel importante no processo de fagocitose (MAGANTO-

GARCIA et al., 2008). 

O T. cruzi invade a célula hospedeira de forma muito peculiar, onde as 

membranas do parasito e da célula hospedeira sofrem modificações importantes 

que variam de acordo com o tipo celular e com o mecanismo de invasão do 

parasito (ANDREWS (1995); ANDRADE e ANDREWS (2005)). A ligação do 

parasito às integrinas da célula hospedeira induz uma elevação nos níveis de 

íons Ca+2 no citoplasma da célula, e em seguida ocorre recrutamento de 

lisossomos para o local de entrada do T. cruzi e, posteriormente, fusão da 

membrana lisossomal com a membrana da célula (TARDIEUX et al., 1992).  

No citoplasma, o parasito sofre modificações morfológicas e bioquímicas 

e após duas horas do contato inicial a membrana do vacúolo parasitóforo é 

lisada pela ação de uma proteína denominada porina, sintetizada pelo parasito 

(ANDREWS et al., 1990). Com isso a forma amastigota do parasito prolifera no 

citoplasma da célula até o momento de ruptura e liberação de formas 

tripomastigotas que podem infectar novas células e tecidos e, desta forma, 

estabelecer a propagação da infecção.  

 

1.3   A DOENÇA DE CHAGAS 
 

A doença de Chagas apresenta basicamente três formas clínicas: a forma 

aguda, a forma indetermina e a forma crônica cardíaca e/ou digestiva (PRATA, 

2001). 

A forma aguda da infecção dura poucas semanas e caracteriza-se pelo 

elevado número de parasitos na corrente sanguínea, os quais podem ser 

identificados por métodos de análise convencionais, tais como a pesquisa de T. 

cruzi no sangue direto ou por método de concentração (NETO et al., 1999). No 

entanto, nesta fase dificilmente a doença é detectada e passa despercebida, 

tanto pelo paciente, como pelo médico, devido a semelhanças de sintomas com 

outras patologias (DIAS, 1997; OMS, 2002). 
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Esta fase da infecção normalmente é assintomática, mas a literatura 

relata que menos de 10% das pessoas infectadas podem desenvolver o sinal de 

Romaña, que é caracterizado pelo edema bipalpebral e facial unilateral, 

causando diminuição da fenda palpebral, podendo ocorrer prurido, 

lacrimejamento e dor local leve, que pode ser acompanhada por um quadro febril 

que varia em torno de 38 ºC (DIAS, 1990; RASSI et al., 2000). Além disso, os 

indivíduos infectados com o T. cruzi podem apresentar manifestações clínicas 

como: febre, mal-estar e dor de cabeça. Nesse período da infecção, ainda 

podem ocorrer complicações sistêmicas como: aumento do volume dos 

linfonodos (linfadenopatia), do fígado (hepatomegalia) e do baço 

(esplenomegalia), além de comprometimento cardíaco e até mesmo alterações 

neurológicas como a meningoencefalite (MARICONI, 1999). Nesta fase, pode 

ocorrer ainda miocardite difusa (RASSI, 2000). A equipe de Andrade (2000) 

demonstrou em modelos experimentais que também podem ocorrer sinais 

clínicos de miocardite aguda difusa. 

Normalmente, após a fase aguda da infecção, 60% dos casos evoluem 

para a forma crônica indeterminada (LANNI e MADY, 1998). Essa fase é definida 

como a fase prolongada da infecção, sendo caracterizada clinicamente como 

silenciosa, onde os indivíduos podem viver cerca de 5-10 anos ou mais sem 

apresentar sintomas e sinais clínicos, como as alterações cardíacas e/ou 

digestivas evidenciadas pelos exames clássicos (RIBEIRO et al., 2000). 

Estudos realizados por Andrade et al. (1997), em modelos caninos, 

mostraram que os cães permaneceram clinicamente e eletrocardio-graficamente 

normais até 3,5 anos, mantendo os resultados dos testes sorológicos positivos 

durante este período de tempo. No entanto, pequenos focos de miocardite 

crônica estavam presentes com edema intersticial, fibrose leve, e infiltração de 

linfócitos, macrófagos e células plasmáticas. Estes resultados estavam em forte 

contraste com os observados no modelo canino durante a infecção aguda por T. 

cruzi. 

Segundo Cunha-Neto et al. (2006), cerca de 20-30% dos indivíduos 

evoluem para a forma crônica cardíaca, que é caracterizada pela ausência de 

parasitos circulantes (PRATA, 2001) e pela miocardite inflamatória com 
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destruição da musculatura cardíaca e comprometimento das vias de condução 

do estímulo cardíaco (DIAS, 2006).   

Na fase crônica da doença ainda podem ocorrer alterações, tais como o 

megacólon e megaesôfago em 5 a 10% dos pacientes infectados pelo T. cruzi, 

mas é importante enfatizar que a cardiomiopatia chagásica é a forma clínica 

mais séria e que traz as complicações da doença, levando ao aumento de 

volume do coração e alterações morfofisiológicas do mesmo. 

Microscopicamente, observa-se a presença de áreas com fibrose. Esta alteração 

confere rigidez miocárdica e é um fator determinante de insuficiência cardíaca. 

Além disso, observa-se também um grande infiltrado mononuclear difuso. Diante 

desse quadro, o indivíduo evolui para óbito (MARIN-NETO et al., 2007).  

 

1.4   TRATAMENTO DA DOENÇA DE CHAGAS 
 

 Desde a descoberta da doença de Chagas, vários grupos vêm 

testando diversas drogas contra o T. cruzi na tentativa de encontrar um 

medicamento eficaz para o tratamento da doença. No entanto, mais de cem 

anos após a descoberta da doença, ainda não existe um medicamento eficiente, 

particularmente na fase crônica da infecção.   

Atualmente são utilizados dois fármacos na prática clínica: o nitrofurano 

nifurtimox (Lampit®/Bayer 2502), 1,1-dióxido da tetraidro-3-metil-4[(5- 

nitrofurfurilideno)amino]-2H-1,4-triazina) e o benzonidazol (N-benzil-2-nitro-1-

imidazolacetamida, um derivado de nitroimidazol) (Figura 3), atualmente 

produzido pelo Laboratorio Elea da argentina. O primeiro não é mais usado no 

Brasil, devido aos seus importantes efeitos tóxicos e o benzonidazol vem sendo 

utilizado até hoje, mas diversos autores apontam consideráveis efeitos tóxicos 

(CASTRO, 2000; CASTRO et al., 2006).  

 



25 
 

 

 

Figura 3. Estruturas moleculares dos fármacos utilizados no tratamento da doença de 
Chagas (CASTRO et al., 2006). 

 Apesar dos efeitos tóxicos induzindos pelo benzonidazol, o tratamento de 

pacientes, com a doença de Chagas, tem revelado eficácia acima de 60% de 

cura na fase aguda da doença (0-4 meses após a infecção) (SHIKANAI-

YASUDA  et al., 1990; ANDRADE et al., 1992; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; 

CANÇADO, 2002; PINTO et al., 2013), na fase crônica recente (crianças de 0-14 

anos de idade) (FERREIRA, 1990; SOSA-ESTANI et al., 1998; ANDRADE et al., 

2004),  e em infecções congênitas (RUSSOMANDO et al., 1998; SCHIJMAN et 

al., 2003; CHIPPAUX et al., 2010; CDC, 2012).  

Na fase crônica tardia o benzonidazol apresenta baixa efetividade em 

termos de cura clínica, em alguns casos com 0% de cura, detectados através de 

PCR (LAURIA-PIRES et al., 2000; BRAGA et al., 2000; LANA et al., 2009). Nos 

casos em que o benzonidazol apresentou melhor eficácia, à percentagem de 

cura foi em torno de 19%, em pacientes de 20 a 59 anos de idade, os quais 

foram detectados através de técnicas de imunofluorescência e hemoaglutinação 

indireta (VIOTTI et al., 1994). 

 Estudos realizados por Cançado e Brener (1979) demostraram a 

efetividade do benzonidazol em pacientes na fase crônica, mas o tratamento não 

foi totalmente eficaz, devido a positividade no teste de xenodiagnóstico em 8 de 

20 pacientes  (40%) após o tratamento. Esse resultado demonstra que o 

benzonidazol apresenta efeito supressivo, mas não é capaz de promover a cura 

dos pacientes.  

Pinto et al. (2013) demostraram que o benzonidazol foi capaz de 

promover a cura (sorologia negativa) de 27% pessoas com doença de Chagas 
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na fase aguda transmitida por fonte oral, nos estados do Pará e Amapá. Nesse 

estudo 2,7% pessoas apresentaram miocardite leve e 132 pessoas 

apresentaram sorologia positiva. Segundo Pinto et al. (2013) esses dados 

indicam a ineficácia do tratamento devido a positividade nos testes para 

detecção de T. cruzi na maioria das pessoas infectadas. 

A Organização Mundial de Saúde recomenda o uso do benzonidazol para 

todos os pacientes da fase aguda, crianças com até 14 anos de idade, casos 

congênitos e, inclusive, para pacientes na fase crônica da doença. No entanto, 

na prática médica existe controvérsia em relação ao uso do benzonidazol e os 

médicos só usam medicamentos paliativos, em casos de pacientes com 

miocardite dilatada. Alguns estudos não recomendam o uso do benzonidazol 

nesta fase devido à falta de evidências concretas da eficácia do benzonidazol 

(BRENER, 1984) e aos possíveis mecanismos auto-imunes (Cunha-Neto et al., 

2011). Outros estudos indicam o uso do benzonidaol nesta fase, pois os 

pacientes tem apresentado melhora clínica (GUTIERREZ et al., 2009a; VIOTTI, 

2007; VIOTTI et al., 2014).  

Apesar da OMS e da opinião de cientistas do grupo NHEPACHA (Nuevas 

Herramientas para el Diagnóstico y la Evaluación del Paciente con Enfermedad 

de Chagas/Novas ferramentas para o diagnóstico e avaliação de pacientes com 

a doença de Chagas), indicarem o tratamento com benzonidazol de todos os 

pacientes na fase crônica da doença, este medicamento ainda esta longe de 

atender, de forma adequada, às demandas para o tratamento desta doença, pois 

ele apresenta baixa eficiência principalmente na fase crônica e ainda estão 

associados a importantes efeitos colaterais, como excitações nervosas, 

depressão, anorexia, perda de peso, náuseas, vômitos, insônias e convulsões 

(STOPANNI, 1999; CASTRO, 2000; CASTRO et al., 2006).  

Devido às limitações dos medicamentos citados acima para o tratamento, 

da doença de Chagas, diversos compostos já foram testados, como o alupurinol 

(ÁVILA et al., 1984), inibidores da biossíntese de ergosterol (URBINA, 2002), a 

via das poliaminas (SCHWARCZ et al., 1993;  MENEZES et al., 2006), as 

moléculas que contém amidinas (DE SOUZA et al., 2004; DE SOUZA et al., 

2011; SOEIRO et al., 2013a) e os compostos derivados de β-lapachona 
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(BOVERIS et al., 1978; DOCAMPO et al., 1979; MENNA-BARRETO et al., 2005; 

DA ROCHA et al., 2013).  

O alopurinol foi testado in vitro e in vivo em camundongos e o resultado 

obtido foi muito satisfatório, com supressão da parasitemia (BRENER et al., 

2000), porém quando administrado em pacientes na fase aguda da doença, não 

foi observada cura destes pacientes, apesar de apresentarem boa tolerância 

(ÁVILA et al., 1984;  WERNER  et al., 1998; STOPANNI, 1999). 

Os inibidores da biossíntese de ergosterol, a exemplo do cetoconazol e 

itraconazol, foram testados no tratamento da doença de Chagas. O teste com 

estes derivados azólicos revelaram que o T. cruzi apresentou sensibilidade, 

tanto in vitro, quanto in vivo em modelo murino (URBINA, 2002). Os derivados 

triazólicos como D0870 e TAK-187 promoveram cura parasitológica em infecção 

experimental de 70-100% em diferentes cepas testadas na fase aguda da 

infecção (MOLINA et al., 2000, 2001; URBINA  et al., 2003a).  

Na fase crônica foi observada cura parasitológica de 30-45% dos animais 

tratados com o D0870, no entanto, o ensaio clínico apresentou baixos níveis de 

cura dos pacientes (ARAÚJO et al., 2000; MOLINA et al., 2000, 2001). Estudos 

recentes demonstraram que um novo derivado triazólico inibidor de C14α-

lanosterol-demetilase (CYP51) é capaz de inibir a biossíntese de ergosterol do 

parasito e promover cura de animais infectados nas fases aguda e crônica da 

doença de Chagas além de serem ativos contra cepas resistentes ao nifurtimox 

e ao benzonidazol (BUCKNER, 2008; SOEIRO et al., 2013a).   

Dentre as classes de compostos triazólicos, o posaconazole (Schering-

Plough Research Institute) e o ravuconazol (Eisai Company) são potentes 

inibidores da síntese de ergosterol e já estão sob ensaio clínico em pacientes 

Chagásicos, demonstrado atividade também em modelos murinos (URBINA et 

al., 2003b; URBINA, 2009; DE CASTRO et al., 2011). Porém ensaios clínicos 

rescentes mostraram falhas terapêuticas em portadores crônicos após 

tratamento com o posaconazole (MOLINA et al., 2014). 
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O posaconazole quando é utilizado em combinação com outras drogas, 

como por exemplo: a amiodarona (droga anti-arrítmica utilizada para o 

tratamento de pacientes sintomáticos na fase crônica da doença) e o 

benzonidazol apresentam uma potente atividade sinérgica contra o parasito em 

modelos experimentais in vitro e in vivo (VEIGA-SANTOS et al., 2012; DINIZ et 

al., 2013). No entanto, os derivados azólicos citados acima apresentam 

limitações importantes, devido aos seus altos custos e ao potencial de induzir 

resistência, além disso, são necessárias altas doses para atividade tripanocida 

necessária (LEPESHEVA e WATERMAN, 2011).  

As vias das poliaminas são outros importantes alvos para quimioterapia 

em T. cruzi, pois estão envolvidas na regulação do crescimento e diferenciação 

das células. Hernández et al. (2006) demonstraram que a espermina, uma 

poliamina caracterizada por quatro grupamentos amino em sua molécula, exerce 

um efeito protetor contra lipoperoxidação em T. cruzi.  Além disso, foi 

demonstrado que um análogo de putrescina (diamina) 1,4–diamino-2-butanona 

(DAB) é capaz de inibir a proliferação de epimastigotas de T. cruzi (MENEZES et 

al., 2006) e promastigotas de Leishmania amazonensis (VANNIER-SANTOS et 

al., 2008), revelando por microscopia eletrônica a desorganização da arquitetura 

celular e danos à mitocôndria em ambos os protozoários.  

A classe de compostos com amidinas tem demonstrando, potencial 

atividade contra Leishmania amazonensis e T. cruzi (DE SOUZA et al., 2004; 

2011; BATISTA et al., 2010; SOEIRO et al.,  2013b). Em modelos murinos a 

amidinofenil (3-bromo-4-metil-2, 5-bis (4-amidinofenil) (DB1362) reduziu 

parcialmente o número de parasitos de animais infectados com T. cruzi da cepa 

Y (DA SILVA et al., 2008). Ainda não está claro qual o mecanismo de ação das 

moléculas com amidina, no entanto Daliry et al. (2011)  demostraram que a 

atividade tripanocida de amidinas não está diretamente relacionada com a força 

de associação e localização ao DNA do cinetoplasto. 

Além dos compostos supracitados acima, outra classe de compostos que 

apresenta atividade potencial contra T. cruzi nas três formas evolutivas e 

também na infecção experimental in vitro e in vivo são os compostos derivados 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Veiga-Santos%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22591838
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de β-lapachona. Em modelos celulares a atividade da β-lapachona sobre T. cruzi 

foi demonstrada inicialmente, por Boveris et al. (1978) e Docampo et al. (1978). 

 

1.5  A β-LAPACHONA 
 

A β-lapachona é uma substância natural obtida a partir do lapachol (LIMA 

et al., 1956). O lapachol é uma naftoquinona natural conhecida desde 1858 e é 

encontrada como constituinte de várias plantas das famílias Verbenaceae, 

Bignoniaceae e Proteaceae. No entanto, a maior ocorrência dessa substância foi 

encontrada em plantas da família Bignoniaceae, e gênero Tabebuia (PINTO et 

al., 1977).  

O lapachol foi isolado do ipê roxo por Lima et al. (1956). A denominação 

deriva do fitomedicamento conhecido como "red lapacho" obtido por infusão de 

folhas de Pau d'arco (Tabebuia impetiginosa), que pode ser considerada uma 

commodity etnofarmacológica global (GÓMEZ CASTELLANOS et al., 2009). 

Desde então muitas pesquisas sobre a química das naftoquinonas (lapachol, α e 

β-lapachona) isoladas de espécies do gênero Tabebuia sp, vem sendo 

realizadas, para compreender a atividade dessas substâncias (LIMA et al., 1956; 

PINTO et al., 1977; DOCAMPO et al., 1977; CRUZ et al., 1978; LOPES et al., 

1978; BOVERIS et al., 1978).  

A grande variedade estrutural de quinonas de origem natural como 

exemplo a β-lapachona, tem despertado interesse devido à sua atividade 

potencial na terapia do câncer (LI et al., 2003). A atividade anticâncer de β-

lapachona esta relacionada com ação sobre atividade enzimática de NAD(P)H: 

NQO1 (quinona oxidoredutase 1). A NQO1 é altamente expressa em muitos 

tumores humanos, tais como: tumores de colon, mama, fígado e pulmão 

(SCHOR e MORRIS, 1977; CRESTEIL e JAISWAL, 1991; SIEGEL e ROSS, 

2000; STRASSBURG et al., 2002; SIEGEL et al., 2012).  

As naftoquinonas são quinonas relacionadas ao sistema naftalênico. 

Quando duas carbonilas estão nas posições 1, 2 do anel naftaleno são 
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chamadas de o-naftoquinonas e quando nas posições 1, 4 de p-naftoquinonas 

(Figura 4A e B).  

 

Figura 4. Estrutura molecular das naftoquinonas. Em (A) lapachol e em (B)  β-lapachona 
(FERREIRA et al., 2010).  

 

De acordo com esse sistema de classificação naftalenica, a β-lapachona 

é considerada como uma o-naftoquinonas. A atividade antimicrobicida das 

naftoquinonas foi investigada por Lima et al. (1956) em cepas de bactérias 

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus flavus, B. antracis, B. 

cereus e Escherichia coli.  

Pinto et al. (1977) demonstraram que as naftoquinonas e alguns de seus 

derivados bloqueavam a penetração de cercárias do Schistosoma mansoni na 

pele de camundongos. Além disso, as naftoquinonas apresentam outras 

atividades biológicas, tais como: anti-tumoral (LI et al., 1999), antivirais (SACAU 

et al., 2003), moluscicida (SILVA et al., 2005), leishmanicida (FERRARI, 2005) e 

tripanocida (BOVERIS et al., 1978, DO CAMPO et al., 1979; PINTO et al., 2000; 

SANTOS et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2001; DE MOURA et al., 2001; 2004, 

MENNA-BARRETO et al., 2005, 2007). 

O mecanismo de ação da β-lapachona ainda não está totalmente 

esclarecido, mas existem evidencias de que a estrutura molecular da β-

lapachona apresenta uma propriedade redox, conferida pelo grupamento 

quinona o qual é reduzido por ação da enzima NADPH redutase, gerando ânion 

radical semiquinona (Q-.), que pode interagir com o oxigênio molecular (SILVA et 

A B 
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al., 2003) e produzir espécies reativas de oxigênio (EROs), como o radical 

aniônico superóxido (O2
-.) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (DOCAMPO et al., 

1979; PINK et al., 2000; ROSS et al., 2000). 

Essas EROs são tóxicas para T. cruzi e podem interagir com 

macromoléculas importantes do parasito, como RNA, DNA e proteínas, podendo 

induzir diferentes mecanismos de morte celular, como autofagia (MENNA-

BARRETO et al., 2009a; DUSZENKO et al., 2011; FERNANDES et al., 2012; 

SALOMÃO et al., 2013), apoptose (SILVA et al., 2003; MENNA-BARRETO et al., 

2009a) no T. cruzi e necrose programada em células tumorais (PARK, 2014; 

CHO, 2014). Segundo Li et al. (2003), o mecanismo apoptótico promovido pela 

ação da β-lapachona ocorre através da inibição de enzimas específicas, como 

as topoisomerases, durante o processo de replicação de DNA. 

A apoptose, também conhecida como morte celular programada 

caracteriza-se pela fragmentação de DNA, exposição do fosfolipídio 

fosfatidilserina na superfície celular, entre as protrusões ou "blebs" de superfície, 

os quais culminam por gerar os corpos apoptóticos, que são fragmentos 

celulares delimitados por membranas. Este tipo de morte ocorre em condições 

fisiológicas ou em respostas a diversos estímulos, como drogas e defesa contra 

patógenos (SAMUILOV et al., 2000).  

A autofagia envolve um sistema autofagossomal-lisossomal para o 

englobamento de organelas e constituintes citoplasmáticos, em condições 

fisiológicas ou em resposta a estresse nutricional ou oxidativo (REZ et al., 1991; 

BURSCH, 2001).  Enquanto que a necrose é descrita como tipo morte acidental 

de células e tecidos, este tipo de morte envolve alterações mitocondriais, perda 

da homeostase e geração de EROs (RODRIGUES et al., 2006; ZONG e 

THOMPSON et al., 2006). Recentemente foi demonstrado que a necrose 

programada pode ocorrer como mecanismo de morte celular em câncer, após 

tratamento com β-Lapachona, com o envolvimento de EROs e  NQO-1 (quinona 

oxidoredutase-1) (PARK, 2014; CHO, 2014).  

De acordo com os trabalhos de Menna-Barreto et al. (2005; 2007; 2009a; 

2009b) estes mecanismos de morte descritos acima já foram evidenciados em T. 
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cruzi após o tratamento com a β-lapachona. Desse modo, é de extrema 

relevância a continuidade de estudos com a β-lapachona nas formas 

tripomastigotas de T. cruzi, bem como na infecção in vitro. Nesse sentido, o 

nosso grupo vem trabalhando com um composto inédito codificado como R72  

na tentativa de encontrar um fármaco potencial que apresente maior eficácia e 

menor toxicidade para o tratamento da doença de Chagas.  
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2  JUSTIFICATIVA 

 

Embora a doença de Chagas ocasione perdas econômicas anuais de ao 

menos U$ 1.3 bilhões (OMS, 2013), não houve interesse econômico por parte da 

Roche em manter a patente do Rochagan, portanto essa foi transferida ao 

Laboratório ELEA da Argentina. Isso demonstra que centros de pesquisa e 

universidade precisam avaliar alternativas sustentáveis para a terapêutica da 

doença de Chagas. 

Devido à importância da doença de Chagas na América Latina e a 

dificuldade de se obter fármacos específicos que atinjam especificamente o 

metabolismo do protozoário e a necessidade de entendermos melhor sobre a 

biologia celular de T. cruzi e os processos de interação parasito/macrófago, o 

desenvolvimento desse trabalho justifica-se pela busca de novas substâncias, 

que apresente melhor eficácia e menor toxicidade no tratamento de pessoas 

infectadas com T. cruzi.  

Estudos realizados durante o mestrado no Laboratório de Biomorfologia 

Parasitária do CPqGM (ANJOS, 2009) indicaram que o composto derivado de -

lapachona R72 apresenta atividade tóxica para forma epimastigota de T. cruzi, 

causando intensas alterações no protozoário, em compartimentos como: danos 

mitocondriais, no complexo de Golgi, nos reservossomos, bem como, formação 

de vacúolos autofágicos, indicando processos distintos de autofagia o qual foi 

confirmado pela sonda monodasil-cadaverina (MDC). Assim, o presente trabalho 

visou estender estes dados, afim de, levar ao desenvolvimento de terapia 

alternativa para doença de Chagas, bem como compreensão do(s) 

mecanismo(s) de ação deste composto inédito sobre formas tripomastigotas de 

T. cruzi e na infecção experimental in vitro. 
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3  OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  
 

Estudar o(s) efeito(s) de derivados de β-lapachona sobre formas 

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e na infecção de macrófagos in vitro. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Determinar a atividade dos compostos derivados de β-lapachona sobre 

formas tripomastigotas de T. cruzi e na interação parasito-macrófago;  

 Avaliar o efeito citotóxico do composto derivado de β-lapachona sobre 

culturas de macrófagos e esplenócitos; 

 Determinar a concentração inibitória de 50% sobre formas tripomastigotas 

de T. cruzi; 

 Elucidar o(s) mecanismo(s) de ação do composto R72 sobre formas 

tripomastigotas de T. cruzi e na interação parasito macrófago in vitro 

através da análise ultraestrutural; 

 Analisar o efeito do composto sobre T. cruzi quanto ao potencial em 

deflagrar em diferentes mecanismos de morte celular. 
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4 MATERIAIS E MÉTODO 

 

4.1 COMPOSTOS TESTADOS 
 

Os compostos foram obtidos pelo grupo de pesquisas do Dr. João Batista 

da Costa do Instituto de Química da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro (UFRRJ). Os compostos derivados de β-lapachona foram designados 

como R72, R85 e R86.  

 

4.2  ANIMAIS 
 
 

Foram utilizados camundongos da linhagem suíço, fêmeas ou machos, 

com 6 a 10 semanas de idade, criados e mantidos com água e ração comercial 

balanceada ad libitum no biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz 

(CPqGM – FIOCRUZ) e no biotério da Universidade  Estadual de Santa Cruz 

(UESC). O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética do CPqGM – 

FIOCRUZ sob licença n° L-023/09. 

 

4.3  OBTENÇÃO E CULTIVO DE MACRÓFAGOS 

 

4.3.1 Macrófagos peritoneais 

 

Para obtenção de macrófagos peritoneais camundongos de linhagem 

suiça, foram inoculados por via intraperitoneal com 10 mL de uma solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) gelada (4 ºC) e estéril e em seguida, foi feita 

massagem no peritoneo do animal para soltar os macrófagos residentes. Após 5 

minutos de massagem peritoneal, o líquido contendo as células foi coletado da 

cavidade peritoneal com seringas e centrifugado a 350 g a 4 ºC por 10 minutos. 

Logo após a centrifugação, as células foram quantificadas em câmara de 
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Neubauer e o plaqueamento das células foi realizado sobre lamínulas na 

concentração de 2 x 105 células/mL em placas culturas de 24 poços. As culturas 

foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino 

fetal (SBF) por 24 horas a 37 ºC em estufa com 5% de CO2 (MEIRELLES et al., 

1982). 

 

4.3.2 Macrófagos J774 

 

Os macrófagos J774 foram cultivados em meio RPMI 1640 (GIBCO®) 

suplementado com 10% de SBF em estufa de CO2, a 37 °C, por 72 horas. Os 

repiques foram realizados utilizando tripsina ou PBS gelado sob agitação na 

garrafa para o desprendimento das células. Em seguida, as células foram 

coletadas, quantificadas e utilizadas para novos repiques e para os ensaios 

biológicos.  

 

4.3.3  Obtenção de esplenócitos 

 

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade do composto R72 em culturas 

de esplenócitos, o baço dos animais foram retirados e macerados com o êmbolo 

de uma seringa estéril em 8mL de meio RPMI 1640 (ambiente estéril). Em 

seguida, a solução foi transferida para tubos plásticos cônicos de 15 mL, a qual 

ficou em repouso por 3 minutos para decantação dos fragmentos de tecido. 

Após este tempo o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 200 g, por 10 

minutos, a 4 ºC. Posteriormente, o sedimento obtido foi ressuspenso e as células 

foram lavadas duas vezes com meio RPMI 1640 incompleto. Após a última 

lavagem o sedimento foi ressuspenso em 1mL de meio RPMI completo para 

contagem das células em câmera de Neubauer. As culturas foram mantidas em 

meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF por 24, horas a 37 ºC, em 

estufa com 5% de CO2.  
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4.4 OBTENÇÃO E CULTIVO TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi 
 

Todos os experimentos foram realizados com a cepa Y de T. cruzi 

(derivados de cultura J774). As formas tripomastigotas foram cultivadas in vitro 

e in vivo. Para obtenção de formas tripomastigotas, as culturas de macrófagos 

J774 foram infectadas com tripomastigotas sanguícolas cepa Y numa 

proporção de 10 parasitos por macrófagos (10:1). Após 7 dias de cultivo (pico 

de parasitemia), os sobrenadantes das culturas contendo as formas 

tripomastigotas foram coletados, centrifugados a 200 g por 10 minutos e após 

30 minutos os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 1000 g por 10 

minutos. Os sedimentos foram ressuspensos em 1mL de meio RPMI e as 

quantificações de parasitos viáveis foram realizadas para os ensaios biológicos 

utilizando câmera de Neubauer.  

Para obtenção de formas tripomastigotas sanguícolas, os animais foram 

infectados e o sangue coletado no pico da parasitemia (7 dias). O sangue foi 

coletado por punção cardíaca com seringas heparinizadas. Após as coletas de 

sangue, foram adicionados os mesmos volumes de PBS (1:1 sangue/PBS) e 

em seguida, os tubos foram centrifugados a 200 g por 10 minutos, e após a 

centrifugação os tubos contendo o sangue foram mantidos na estufa por 30 

minutos, após este tempo os sobrenadantes contendo os parasitos foram 

centrifugados a 1000 g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e 

os sedimentos ressuspensos em 1mL de meio completo, quantificados em 

câmera de Neubauer e utilizados para a infecção das culturas de macrófagos 

J774 (ARAÚJO-JORGE e DE SOUZA, 1984). 

 

4.5 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS COMPOSTOS DERIVADOS DE β-

LAPACHONA SOBRE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi 
 

Os parasitos foram centrifugados a 1000 g por 10 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e os parasitos foram ressuspensos em 1mL de 

meio RPMI  para quantificação. Os experimentos foram realizados utilizando 

inóculos de 107 parasitos/mL. Os parasitos foram incubados por 24 horas na 

presença e ausência dos compostos derivados de β–lapachona (R72, R85 e 
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R86). Os efeitos dos compostos foram avaliados por contagem em câmara de 

Neubauer em microscópio óptico. 

 

4.6 MENSURAÇÃO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA  

 
As formas tripomastigotas de T. cruzi foram incubadas com o composto 

R72 nas concentrações de 10, 20, 30, 40 e 50 µM, em triplicata, por 24 horas. 

Após este tempo de incubação com o R72, alíquotas do sobrenadante foram 

coletadas para quantificação de parasitos viáveis. Com os resultados obtidos, 

foram calculadas as percentagens de inibição (PI) para cada concentração 

testada, através da seguinte fórmula: 

 

PI = 100 - valor tratado/valor do controle DMSO x 100 

 

Os valores foram utilizados para determinação da concentração inibitória 

de 50% no software GRAPHPAD PRISM versão 5.0.   

 

4.7 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DO COMPOSTO EM FORMAS 
TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi 
 

Para avaliar a citotoxicidade do composto derivado de β-lapachona em 

formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y), 1x107 parasitos foram incubados 

com a R72 em cinco concentrações diferentes (12, 37, 111, 333, 1000 µM) por 

24 horas. Após este período, foram adicionados 20 µL (5mg/mL) de MTT 3-(4,5-

di-metilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo tetrazol (Sigma-Aldrich) em todos 

os poços por 3 horas nas mesmas condições de cultivo conforme descrito por 

Mosmann (1983).  

O método permite medir a atividade da desidrogenase mitocondrial, o 

potencial redox indicativo de atividade metabólica e, portanto, viabilidade, a qual 

gera cristais de formazam mensurados colorimetricamente. Após a reação, os 

parasitos foram centrifugados, a 1000 g, por 10 minutos e em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento resuspenso em DMSO (Sigma-

Aldrich) para completa dissolução dos cristais de sal formados pelo metabolismo 
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mitocondrial, resultando assim, em uma coloração. Em seguida, a absorbância 

foi determinada em 570 nm em leitor de ELISA (Molecular Devices), Sunnyvale, 

California (EUA).  O percentual de parasitos viáveis (VB) foi calculado através da 

seguinte fórmula:  

 

 
 

4.8 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi  

 

4.8.1 Microscopia Eletrônica de Transmissão 
 
 

Os parasitos foram tratados com o composto R72 a 15 µM e após 24 

horas de incubação, coletados e centrifugados a 1000 g por 10 minutos e 

lavados duas vezes com PBS estéril. Após a última centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e os parasitos foram fixados com glutaraldeido a 

2,5% em tampão cacodilato de sódio a 0,1 M, durante 1 hora, à temperatura 

ambiente. 

 Após a fixação, as amostras foram lavadas com o mesmo tampão duas 

vezes e pós-fixadas em solução de tetróxido de ósmio a 1%, ferrocianeto de 

potássio a 0,8% e cloreto de cálcio a 5mM, ao abrigo da luz, com o mesmo 

tampão. A seguir, os parasitos foram novamente lavados e desidratados em 

concentrações crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%), com duração de 

10 minutos cada.  

Resina epóxi Polybed (Polysciences) foi utilizada para a infiltração das 

células na proporção de 1:1 (acetona/resina) por 12 horas e resina pura por 14 

horas e polimerização por 72 horas a 60ºC. Após a polimerização, os cortes 

ultrafinos foram obtidos em ultramicrótomo, coletados em grades de cobre e 

contrastados em acetato de uranila a 7% e citrato de chumbo a 2% por 5 

minutos. As amostras foram analisadas no microscópio eletrônico de 

transmissão JEOL 1230 (VANNIER-SANTOS e LINS 2001). 

% Viabilidade (VB)= (Absorbância do tratado/Absorbância do controle) x 100 
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4.8.2 Microscopia eletrônica de varredura 
 

O experimento foi realizado da mesma forma que o item 4.8.1. Após 24 

horas de incubação com o composto R72 a 15 µM, as amostras foram lavadas 

com PBS e fixadas com glutaraldeído 2,5%. Após a fixação, as células foram 

lavadas com o mesmo tampão, ressuspensas e aderidas sobre lamínulas pré-

cobertas com solução de poli-L-lisina por 30 minutos. As amostras foram pós-

fixadas como descrito no item supracitado. Após este tempo, as células foram 

lavadas três vezes em tampão cacodilato de sódio a 0,1 M. Em seguida, as 

amostras foram desidratadas em concentrações crescentes de acetona (30, 50, 

70, 90 e 100%), com duração de 10 minutos em cada etapa. Após as 

desidratações, as amostras foram submetidas à secagem pelo método do ponto 

crítico. As lamínulas foram montadas nos suportes para metalização. As 

amostras foram observadas no microscópio de varredura JEOL JSM 6390. 

 

4.9 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO COMPOSTO EM DIFERENTES TIPOS DE 
MORTE CELULAR 
 

4.9.1 Autofagia 

 

 Para investigar o processo de autofagia após 24 horas de tratamento com 

o composto R72 na concentração de 15 µM, os parasitos foram incubados com 

0,05 mM da sonda monodancilcadeverina (MDC) por 1 hora. Após este tempo, 

os parasitos foram lavados com PBS e fixados em 4% de paraformoldeído por 

30 minutos. Posteriormente foi retirada uma alíquota de 20 µL e colocado sobre 

lâminas pré-cobertas com poli-l-lisina por 30 minutos, para adesão dos parasitos. 

Em seguida, as lâminas foram lavadas com PBS para remoção dos parasitos 

não aderidos. Após as lavagens, as lâminas foram montadas e analisadas para 

quantificar a percentagem de parasitos positivos (MDC+), conforme descrito por 

Menna-Barreto et al. (2009a). As lâminas foram analisadas e fotografadas em 

microscópio de fluorescência Olympus BX51. 
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4.9.2 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio por microscopia 

de fluorescência 

 

Com o objetivo de verificar se o composto induz a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs). Os parasitos foram tratados com o composto R72 a 

15 µM por 24 horas. Após este tempo, os parasitos foram incubados com 10 µM 

de dihidroetídeo (DHE) (Sigma-AldrichChemical Co) por 30 minutos. Em 

seguida, os parasitos foram lavados duas vezes com PBS e após a última 

lavagem, os parasitos foram fixados em 4% de paraformoldeído por 30 minutos. 

Posteriormente, os parasitos foram aderidos em lâminas pré-cobertas com poli-

L-lisina por 30 minutos. Após este período, os parasitos foram lavados com PBS 

para remoção dos parasitos não aderidos e analisados em microscópio de 

fluorescência Olympus BX51. 

 

4.9.3 Citometria de fluxo 

 

4.9.3.1 Avaliação de apoptose e/ou necrose 

 

Foram utilizadas sondas fluorescentes específicas para marcação de 

alterações de membrana plasmática, visando à elucidação dos mecanismos de 

mortes de T. cruzi após o tratamento com o composto R72. Para detecção de 

apoptose e/ou necrose os parasitos foram incubados com o composto R72 na 

concentração de 15 µM por 24 horas. Após este período, os parasitos foram 

lavados duas vezes com PBS estéril e centrifugados por 10 minutos a 1000 g. 

Após a última lavagem, os parasitos foram incubados com 10 µg/mL de anexina 

V e com 10 µg/mL de iodeto de propídio por 10 minutos e posteriormente 

analisadas por citometria de fluxo no aparelho Becton Dickison. Os experimentos 

foram realizados conforme descrito previamente (MENNA-BARRETO et al., 

2005; 2007; 2009b).      
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4.9.3.2 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio.  

 

Para quantificação da produção de EROs por citometria de fluxo o 

experimento foi realizado da forma como descrito no item 4.9.2. No entanto após 

a última lavagem, a quantificação de parasitos marcados com DHE foi realizada 

no citometro (aparelho Becton Dickison). Os experimentos foram realizados 

conforme descrito por Salomão et al. (2013).  

4.10  AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DO COMPOSTO R72 EM 
CULTURAS DE ESPLENÓCITOS E MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

 

Para avaliar a citotoxicidade do composto derivado de β-lapachona sobre 

culturas de esplenócitos e macrófagos, 1x106 células foram semeadas e 

incubadas com a R72 em cinco concentrações diferentes (12, 37, 111, 333, 1000 

µM) por 24 horas. Após este período, foram adicionados em todos os poços 20 

µL (5mg/mL) de MTT 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo 

tetrazol (MTT) por 3 horas nas mesmas condições de cultivo. O método permite 

medir a atividade da desidrogenase mitocondrial, de células viáveis, a qual gera 

cristais de formazam mensurados colorimetricamente.  

Após a reação, foi adicionado DMSO aos poços, de forma a obter uma 

proporção de 1:1 e homogeinizando bem até completa dissolução dos cristais de 

sal formados pelo metabolismo mitocondrial, resultando assim, em uma 

coloração. Em seguida, a absorbância foi determinada em 570 nm em leitor de 

ELISA (Molecular Devices), Sunnyvale, California (EUA). 

Com os resultados obtidos foram calculados a percentagem de inibição 

através da fórmula citada no item 4.6. Os valores obtidos com esses cálculos 

foram plotados no programa GRAPHPAD PRISM versão 5.0 para a 

determinação da IC50.  Com os valores de IC50 obtidos na cultura de células de 

mamíferos e na forma tripomastigota foi possível calcular o índice de 

seletividade. Desse modo, o índice de seletividade (IS) foi calculado utilizando a 
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razão de IC50 obtido em células de mamíferos e a IC50 obtida na forma 

tripomastigota de T. cruzi, pela fórmula: 

 

 

4.11 AVALIAÇÃO DO COMPOSTO NA INTERAÇÃO PARASITO-MACRÓFAGO 

 
 

Os macrófagos foram coletados e semeados como descrito no item 4.3.1. 

Após 24 horas de cultivo (uma proporção de 10:1 parasitos/macrófagos) foram 

adicionados para interação com os macrófagos. Após 2 horas de interação, as 

culturas foram lavadas para remoção de parasitos livres. Em seguida, os 

macrófagos foram incubados na presença e na ausência do composto R72 a 50 

µM por 48 horas. 

Após o tempo de incubação as células foram lavadas, fixadas com 

formaldeído 3,8 % e coradas com hematoxilina e eosina. A quantificação de 

macrófagos infectados foi realizada por contagem direta de 100 células/lamínula 

em microscópio óptico de campo claro.  

 

4.11.1 Avaliação da atividade do composto R72 sobre a capacidade fagocítica 

de macrófagos 

 

Para avaliar se o composto interfere na capacidade fagocítica dos 

macrófagos, estes foram tratados previamente com o composto R72 a 50 µM ou 

com DMSO e após 30 minutos de tratamento o meio contendo o composto foi 

removido e os parasitos foram adicionados. Após 30 minutos de interação, as 

culturas foram lavadas para remoção dos parasitos livres e um novo meio foi 

adicionado e incubado por 2 horas. Após essa incubação, as culturas foram 

lavadas duas vezes e fixadas para em formaldeído 3,8% por 30 minutos. Após 

este tempo as culturas foram lavadas com PBS, desidratadas em acetona (70-

100% e xilol) por um minuto cada etapa e coradas com hematoxilina e eosina. 

Após a coloração as células foram quantificadas para calcular os índices de 

adesão e internalização dos parasitos aos macrófagos após o tratamento. O 

 IS = valor de IC50 em células de mamíferos/valor IC50 em tripomastigota 
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índice de adesão (IA) foi calculado pela multiplicação da percentagem de células 

com parasitos aderidos pelo número médio de parasitos por célula, conforme 

descrito por Bianco et al. (1975), pela fórmula abaixo: 

 (IA = % macrófagos com parasitos aderidos x nº médio de parasitos 

associados por célula). 

Para o índice de internalização (Ii) foi avaliada a percentagem de células 

infectadas pelo número médio de parasitos internalizados por célula. 

 (Ii= % de células infectadas x nº médio de parasitos internalizados por 

célula). 

4.11.2 Microscopia Eletrônica da Interação Parasito-Macrófago 

 

4.11.2.1 Microscopia Eletrônica de Varredura  

  

Para analisar o efeito ultraestrutural do composto R72 nos processos de 

adesão e internalização, os macrófagos foram semeados sobre lamínulas, em 

placas de 24 poços e tratados previamente com o composto R72 a 50 µM ou 

com DMSO por 30 minutos, após este período, o meio contendo o composto foi 

removido e os parasitos adicionados. Após 30 minutos de interação, as culturas 

foram lavadas para remoção dos parasitos livres e um novo meio foi adicionado 

e incubado por mais 30 minutos. Após este tempo, as culturas foram lavadas 

com PBS e fixadas com glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio por 1 

hora a temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram lavadas com o 

tampão supracitado e pós-fixadas com tetróxido de ósmio 1% e ferricianeto de 

potássio 0,8%. por 40 minutos.  Posteriormente as amostras foram lavadas com 

tampão cacodilato de sódio 0,1 M, desidratadas em séries crescentes de 

acetona (30-100%), com duração de 10 minutos cada etapa. Após as 

desidratações as amostras foram submetidas à secagem pelo método do ponto 

crítico. As lamínulas foram então montadas nos suportes para metalização. As 

amostras foram observadas no microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM 

6390.  
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4.11.2.2  Microscopia Eletrônica de Transmissão  

 

Para analisar o efeito do composto R72 na ultraestrutura de macrófagos 

infectados por T. cruzi, 2x106  células foram semeadas em placas de 6 poços e 

ficaram “overnight” na estufa saturada sob atmosfera de 5% de CO2. Após este 

tempo, as células foram lavadas e os parasitos adicionados para infecção (10/1 

parasitos/macrófagos). Após duas horas de interação a cultura foi lavada para 

remoção dos parasitos não internalizados e cultivados por 24 e 72 horas na 

presença ou ausência do composto R72 a 50 µM. Após este período, as culturas 

foram lavadas com PBS e fixadas com glutaraldeído 2,5% por 1 hora a 

temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com tampão 

cacodilato de sódio 0,1M, coletadas com um raspador “scraper” e pós-fixadas 

com tetróxido de ósmio 1% e ferricianeto de potássio 0,8%. Após a segunda 

fixação as células foram lavadas com o mesmo tampão e desidratadas em 

séries crescentes de acetona (30-100%). Na etapa de polimerização as células 

foram embebidas em resina e mantidas a 60ºC para polimerização por 72 horas. 

Em seguida, os cortes ultrafinos foram coletados e contrastados como descrito 

acima (vide item 4.8.1). As amostras foram analisadas no microscópio eletrônico 

de transmissão JEOL 1230. 

 

4.11.3 Quantificação da produção de óxido nítrico por macrófagos 

 

Para analisar a produção de óxido nítrico (NO) nos experimentos de 

interação parasito/macrófago e em macrófagos ativados por IFN- e LPS, as 

culturas foram incubadas na presença ou ausência do composto R72 a 50 µM 

por 24 horas. Após este período de incubação com o composto, foram coletados 

100 µL dos sobrenadantes das culturas e incubados com igual volume com 

reagentes de Griess, sendo a mistura preparada na hora do uso (1% 

sulfanilamida, 0,1% de dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina, 2,5% H3PO4 

e 0,1% de diamina-di-hidroclorido naftaleno (NEED) (HIBBS et al., 1988), em 

temperatura ambiente por 10 minutos.  
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As amostras foram comparadas com os valores, da curva padrão, obtidos 

pela dosagem de nitrito de sódio diluído em meio RPMI 1640, em concentrações 

que variavam de 2 a 200 µM. Como controles positivos, foram utilizadas 

concentrações de 1 μg/mL de LPS (Lipopolissacarídeo de Escherichia coli 

Sorotipo 0111:B4 – Sigma, St. Louis, MO, USA) e (40 U/mL Recombinant Mouse 

IFN-/BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). A absorbância foi lida 540 nm em 

leitor de Elisa (Molecular Devices), Sunnyvale, California (EUA). 

 

4.11.4 Análise estatística 

  

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e com pelo menos 

três repetições independentes. Os dados obtidos estão representados como a 

média ± desvio padrão e foram analisados pelos testes ANOVA e Tukey, com 

níveis de significância de p< 0,05 e p< 0,001.  
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5  RESULTADOS 

 

 5.1 TRIAGEM DOS COMPOSTOS DERIVADOS DE -LAPACHONA  NAS 
FORMAS TRIPOMASTIGOTAS  DE T. cruzi 
 
 

Foi realizada a triagem dos compostos R72, R85 e R86 (derivados de -

lapachona) em formas tripomastigotas de T. cruzi in vitro na concentração de 50 

µM. Após 24 horas de tratamento com o composto derivado de -lapachona 

observamos que o composto R72 reduziu, significativamente, (p < 0,05) o 

número de parasitos viáveis. Já os compostos R85 e R86 não apresentaram 

efeitos sobre os parasitos (Figura 5).  

Como o composto R72 apresentou redução significativa no número de 

parasitos viáveis, este foi utilizado para determinação da concentração inibitória 

de 50% (IC50), avaliação na infecção in vitro, análise ultraestrutural e ensaios 

bioquímicos. 

 

 

      

Figura 5. Efeito tripanocida de compostos derivados de β-lapachona em formas 
tripomastigotas de T. cruzi, a 50 µM, após 24 horas de incubação. Análise de variância 
(ANOVA) e pós-teste de Tukey foram aplicadas para determinar a significância 
estatística entre os tratamentos em relação ao controle DMSO, (*) representa a 
diferença estatisticamente significante p<0,05.  
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5.2 DETERMINAÇÃO DA IC50 EM FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi 

 
 

Após a triagem dos compostos derivados de β-lapachona sob formas 

tripomastigotas de T. cruzi, foi realizada curva concentração-resposta do 

composto que apresentou efeito tripanocida, com o objetivo de determinar a 

IC50. O experimento foi realizado utilizando as  concentrações de 10, 20, 30, 40 

e 50 µM por 24 horas de incubação. 

Nas concentrações utilizadas o composto R72 revelou um efeito 

concentração dependente com 50% a 80% de inibição, apresentando valor de 

IC50 de 15 µM (Figura 6). 

De acordo com o resultado obtido é possível verificar que o composto 

reduziu significativamente (p<0,05), o número de parasitos (Figura 6), mesmo 

em concentrações inferiores à da droga de escolha (benzonidazol) empregada 

como controle positivo. 

 

 

Figura 6. Efeito inibitório da R72 em formas tripomastigotas de T. cruzi, em diferentes 
concentrações, após 24 horas de incubação. Análise de variância (ANOVA) e pós-teste 
de Tukey foram aplicadas para determinar a significância estatística entre os 
tratamentos em relação ao controle DMSO, (*) representa diferença estatisticamente 
significante p<0,05. 
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5.3 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DO COMPOSTO EM FORMAS 
TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi 
 

Para investigar e validar os efeitos citotóxicos do composto derivado de -

lapachona R72 em formas tripomastigotas de T. cruzi foi utilizado o ensaio com 

o MTT (3-(4, 5-dimetiltriazol-2-il) 2,5 difeniltetrazólio brometo tetrazol). Ensaios 

com formas tripomastigotas de T. cruzi (derivado de cultura) expostas às 

concentrações de 12, 37, 111, 333 e 1000 µM do composto R72 resultou em 

perda de viabilidade do protozoário de forma concentração-dependente, 

evidenciando um potencial efeito desse composto no protozoário. Observamos 

cerca de 70% de redução de viabilidade dos parasitos na concentração de 12 

µM e 96% na concentração de 1000 µM (Figura 7), confirmando potencial efeito 

tóxico sobre formas tripomastigotas de T. cruzi.  

 

Figura 7. Avaliação da citotoxicidade em formas tripomastigotas T. cruzi, pelo método 
do MTT: Valores em porcentagem do número de parasitos viáveis após 24 horas de 
incubação com a R72, nas concentrações de 12 a 1000 µM. Análise de variância 
(ANOVA) e pos-teste de Tukey foram aplicadas para determinar a diferença estatística 
entre os tratamentos em relação ao controle DMSO, (*) representa diferença estatística 
determinadas por p<0,05. 
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5.4 AVALIAÇÃO ULTRAESTRUTURAL DOS EFEITOS DO COMPOSTO 

DERIVADO DE –LAPACHONA R72 EM FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T. 
cruzi POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 
 

Após avaliar o efeito tóxico do composto em formas tripomastigotas de T. 

cruzi, o nosso próximo passo foi investigar o efeito do composto através de 

alterações ultraestruturais. Na avaliação por microscopia eletrônica de varredura 

foram observadas alterações ultraestruturais em formas tripomastigotas de T. 

cruzi, após 24 horas de incubação com o composto R72. Podemos observar nos 

controles morfologia normal, com corpo alongado e fino, característico de formas 

tripomastigotas (Figura 8A-B). Após o tratamento observou-se que o composto 

induziu alterações morfológicas na região posterior do parasito, local onde fica 

localizado o cinetoplasto desta forma evolutiva (Figura 8C). Além disso, 

podemos observar na Figura 8D desorganização no corpo indicando áreas com 

destruição na membrana plasmática do protozoário revelando uma área 

indicativa de protusões de membrana.   

 

Figura 8. Microscopia eletrônica de varredura de formas tripomastigotas de T. cruzi. (A-
B) Controles de formas tripomastigotas apresentando morfologia sem alteração (A) 
Controle absoluto; (B) Controle DMSO; (C-D) Tripomastigotas tratados com o composto 
R72 a 15 µM, apresentando “retração” do corpo do parasito (seta) e irregularidade na 
superfície do protozoário (asteriscos). 
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 5.5 AVALIAÇÃO ULTRAESTRUTURAL DOS EFEITOS DO COMPOSTO 

DERIVADO DE –LAPACHONA R72 EM FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T. 
cruzi POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 
 

 

Com o objetivo de analisar o efeito do composto na ultraestrutura do 

protozoário, as formas tripomastigotas foram incubadas por 24 horas com o 

composto R72 a 15 µM, como descrito na metodologia. Foi possível observar no 

controle (Figura 9A) a organização típica da forma tripomastigota de T. cruzi com 

a presença do complexo de Golgi, mitocôndria e retículo endoplasmático sem 

alteração. Já nos parasitos que foram tratados com o composto R72 observou-

se dilatação extrema da bolsa flagelar com grande quantidade de material 

amorfo (Figura 9B).  

Foram observadas, ainda, alterações na mitocôndria e no cinetoplasto 

(kDNA), com desorganização da arquitetura do material genético (Figura 9C). Na 

Figura 10A-D observa-se novamente alteração na bolsa flagelar com grande 

quantidade de material amorfo em seu interior e alterações no cinetoplasto do 

parasito. Além disso, notamos a presença de membranas concêntricas 

provavelmente oriundas de cisternas do retículo formando de figuras de mielina 

(Figura 10C).  

Essas alterações são indicativas de processos autofágicos. Contudo 

verificamos ainda uma eletrodensidade no complexo de Golgi, o que parece 

justaposto no vacúolo autofágico. Essa observação indica uma alteração na via 

endocítica do protozoário (Figura 10D). Outra alteração observada foi a 

presença de corpúsculos lipídicos (CL) (Figura 11A-B), sendo que dois deles 

estão aparentemente justapostos e um deles apresenta uma íntima associação 

com a membrana mitocôndrial protundida e além disso, foi possível observar 

vesícula com conteúdo presumivelmente lipídico no exterior da membrana 

plasmática protundida (Figura 11B).  
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Figura 9. Efeito do composto R72 em formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 horas 
de incubação. Em (A) Controle mostrando o parasito sem alterações no reticulo (RE), 
complexo de Golgi (CG) e mitocôndria (M); (B) dilatação acentuada da bolsa flagelar 
(seta); (C) desorganização do cinetoplasto e fenestração mitocondrial (setas brancas) e 
dilatação da bolsa flagelar (ponta de seta). 
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Figura 10. Efeito do composto R72 em formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 horas 
de incubação. (A) Dilatação na bolsa flagelar com grande quantidade de material amorfo 
(pontas de seta pretas) e desorganização do Kinetoplasto (K); (B) Alteração na bolsa 
flagelar (ponta de seta); (C) Presença de figura de mielina (asterisco branco), indicativo 
de vacúolos autofágico (ponta de seta branca); (D) Eletrodensidade na face cis do 
complexo Golgi (CG) justaposto a um vacúolo com material degradado em seu interior. 
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Figura 11. Efeito do composto R72 em formas tripomastigotas de T. cruzi. Em (A-B) 
Presença de corpúsculos lipídicos (CL) em associação (asteriscos) e apresentando 
íntima comunicação com membranas projetadas da mitocôndria (seta preta); (B) 
Parasito apresentando vesícula (v) indicativa de CL contido em membrana plasmática.  

 

5.6 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO COMPOSTO NA AUTOFAGIA  
 

Uma vez que a mitocôndria participa de diferentes mecanismos de morte 

celular, o nosso próximo passo foi investigar se as alterações observadas em T. 

cruzi por microscopia eletrônica eram provenientes de processos autofágicos, 

para avaliar esse processo as formas tripomastigotas de T. cruzi, após o 

tratamento com a R72 a 15 µM, foram incubadas com monodancilcadaverina 

(MDC), uma sonda fluorescente e seletiva para vacúolos autofágicos 

(BIEDERBICK et al., 1995). 

 A  análise por microscopia de fluorescência não indicou marcacação 

positiva no controle após 24 horas de incubação (Figura 12A). No entanto 

quando analisamos os parasitos após incubação com a rapamicina (controle 

positivo) e o composto R72, observamos uma marcação pontual. Esse resultado 

indica que o composto R72 induz autofagia em formas tripomastigotas de T. 

cruzi evidenciada pela marcação positiva da sonda MDC (Figura 12B-C). O 

tratamento com o composto R72 induziu a presença de vacúolos autofágicos em 
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cerca de 80% dos enquanto que o controle positivo apresentou 50% de 

positividade para a sonda (Figura 13). 

 

 
 
Figura 12. Microscopia de fluorescência de formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 
horas de tratamento com o composto R72 . Em (A) Controle negativo; (B) Controle 
positivo (rapamicina); (C) parasitos após o tratamento com o composto R72 indicando 
marcação positiva para sonda MDC. 

 
 

               

                    

 

Figura 13. Análise quantitativa por microscopia de fluorescência de tripomastigotas 
positivos para a sonda MDC após o tratamento com o composto R72 por 24 horas. 
Análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey foram aplicadas para determinar a 
significância estatística entre os tratamentos em relação ao controle, (*) representa a 
diferença estatisticamente significante p<0,05.  
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5.7 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO COMPOSTO NA APOPTOSE E/OU 
NECROSE 
 

 Além da autofagia nós investigamos se o composto induz apoptose e/ou 

necrose, visto que esses processos são eventos que ocorrem frequentemente, 

por indução de compostos derivados de β-lapachona (MENNA-BARRETO et al., 

2007, 2009a, 2009b).  

 A análise por citometria de fluxo de tripomastigotas revelou baixa 

marcação nos parasitos sem nenhum tratamento (controle) e cerca de 6% nos 

controles, DMSO com iodeto de propídio (IP), DMSO e Anexina V (AN). No 

entanto, nos parasitos tratados com a R72 a 15 µM observamos 73,2% de 

marcação positiva para a sonda AN e 38,3% para IP (Figura 14).  Esses 

resultados confirmam as alterações observadas pela MET e fornece forte 

evidência que o composto induz alterações no parasito que deflagram a morte 

por apoptose. Entretanto aproximadamente um-terço dos parasitos entram em 

necrose como mostra a marcação por IP. A marcação positiva de parasitos para 

as sondas AN e IP indica que o composto induz a dois mecanismos distintos de 

morte nos parasitos (MENNA-BARRETO et al., 2009b).  
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Figura 14. Tripomastigotas de T. cruzi tratados com o composto R72 por 24 horas e 
incubados com anexina V e iodeto de propídio e quantificados por citometria de fluxo. 
Podemos observar uma baixa marcação nos controles e cerca de 70% e 40% de 
marcação nos tratamentos respectivamente. 



57 
 

5.8 DETECÇÃO DA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 
(ERO) EM FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi 
                  

Com o objetivo de avaliar a produção EROs no envolvimento dos 

processos autofágicos e apoptóticos/necróticos em T. cruzi após o tratamento 

com o composto R72 a 15 µM, incubamos os parasitos com dihidroetídio (DHE), 

uma sonda fluorescente que tem afinidade ao radical superóxido (SLANE et al., 

2006).  

 A análise por microscopia de fluorescência não demonstrou marcação 

positiva nos controles (parasito sem tratamento) (Figura 15A-B). No entanto 

observamos marcação pontual nos parasitos tratados com composto R72 após 

24 horas de incubação (Figura 15C). Essa marcação foi quantificada por 

citometria de fluxo e revelou 40% de parasitos marcados para sonda DHE 

(Figura 16), indicando que o composto induz a produção de EROs nos parasitos 

após o tratamento com o composto R72. 

 

 

Figura 15. Microscopia de fluorescência de tripomastigotas tratados com o composto 
R72 a 15 μM após 24 horas. Em (A) Controle; (B) Controle DMSO; (C) Parasitos após o 
tratamento com o composto R72 observar marcação pontual.  
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Figura 16. Quantificação da produção de ERO por citometria de fluxo em formas 
tripomastigotas de T. cruzi após 24 horas de tratamento com 15 μM de R72 e 30 
minutos com DHE.  

 

5.9  AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE EM CULTURAS DE ESPLENÓCITOS E 

MACRÓFAGOS PERITONEAIS  
 

A viabilidade das células após 24 horas de incubação com a R72 em 

diferentes concentrações foi avaliada pelo método do MTT como descrito no 

item 4.10. De acordo com o resultado obtido, o composto não apresentou 

toxicidade significativa em concentrações inferiores a 200 µM para as culturas 

de esplenócitos e macrófagos, quando comparados ao controle DMSO. Somente 

a partir dessa concentração o composto alterou a viabilidade das células (Figura 

17A-B). O ensaio do composto R72 em ambas as culturas demonstrou efeito 

concentração-dependente, apresentando valores de IC50 de 212 µM para a 

cultura de esplenócitos e de 253 µM para cultura de macrófagos. 

Esses resultados foram importantes para iniciar o estudo de formas 

intracelulares de T. cruzi in vitro, visto que as concentrações de 15 e 50 µM que 

foram utilizadas nesse estudo são seletivas in vitro apresentaram toxicidade 

apenas para as formas tripomastigotas. Além disso, com os valores de IC50 

obtidos nas culturas de células de mamíferos e em formas tripomastigotas de T. 
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cruzi na curva de inibição, encontramos índice de seletividade (IS) superior a  14 

(Tabela 1), isso significa que o composto é altamente seletivo para as células de 

mamíferos e apresenta uma toxicidade de 14 vezes maior para o parasito do que 

para a célula de mamífero.  

 
 
Figura 17. Avaliação da viabilidade celular em culturas de células de mamíferos pelo 
método do MTT, determinado a 570 nm após 24 horas de incubação com o composto 
R72 em diferentes concentrações: Valores em porcentagem do número de células 
viáveis, (A) Cultura de esplenócitos e (B) Macrófagos peritoneais murinos. Análise de 
variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey foram aplicados para determinar a significância 
estatística entre os tratamentos em relação ao controle DMSO, (*) representa diferença 
estatisticamente significante p<0,05. 
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Tabela 1. Valores de IC50 e índice de seletividade em esplenocitos,  macrófagos 

e T. cruzi. 

 

Células IC50  

(µM) 

Índice de 
Seletividade (IS) 

Tripomastigotas de T. cruzi  15  _ 

Macrófagos 253  16, 9 

Esplenócitos 212  14, 1 

 

 

5.10 EFEITO DO COMPOSTO DERIVADO DE -LAPACHONA EM 
MACRÓFAGOS INFECTADOS PELO T. cruzi 

 

 
Após verificarmos que o composto apresentou toxicidade para as formas 

tripomastigotas de T. cruzi e que não apresentou toxicidade para as células de 

mamíferos em concentrações inferiores a 200 µM. Realizamos um ensaio para 

verificar se o composto apresenta atividade tripanocida em culturas de 

macrófagos infectados com o T. cruzi.  

Em macrófagos infectados não tratados (controlo negativo), observamos 

cerca de 90% de células infectadas. No controle positivo (Controle 

Benzonidazol) observamos redução de 50% no número de células infectadas. 

No entanto, quando tratamos os macrófagos infectados com 50 µM de R72 

verificamos que a percentagem de macrófagos infectados e o número de 

parasitos por macrófagos foram significativamente (p<0,05) reduzidos (cerca de 

80%) após 48 horas de incubação com o composto, quando comparado aos 

controles (Figuras 18 e 19).  

Na Figura 20A-B podemos observar o citoplasma dos macrófagos 

repletos de parasitos nos controles, demostrando que as formas tripomastigotas 

completam o ciclo intracelular e após o tratamento verificamos redução 

significativa de amastigotas no citoplasma da célula hospedeira (Figura 20C), 



61 
 

indicando que o composto interfere na proliferação de formas amastigotas de T. 

cruzi. Assim, novos experimentos foram realizados para avaliar efeito 

ultraestrutural do composto na infeção in vitro. 

 
                        

 

Figura 18. Efeito do composto derivado de -lapachona R72 na interação 
parasito/macrófago, o benzonidazol foi usado como controle positivo. Análise de 
variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey foram aplicados para determinar a significância 
estatística entre os tratamentos em relação ao controle DMSO, (*) representa diferença 
estatisticamente significante p<0,05. 

     

 
Figura 19. Efeito do composto derivado de -lapachona R72 na interação 
parasito/macrófago, o benzonidazol foi usado como controle positivo. O número de 
parasitos por macrófagos foi determinado por contagem de 100 células por lamínulas 
após coloração com hematoxilina e eosina. Análise de variância (ANOVA) e pós-teste 
de Tukey foram aplicados para determinar a significância estatística entre os 
tratamentos em relação ao controle DMSO, (*) representa diferença estatisticamente 
significante p<0,05.  
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Figura 20. Fotomicrografias da interação parasitos/macrófagos, (A) controle negativo; 
(B) Controle DMSO; (C) observar redução de parasitos no citoplasma de macrófagos 
após tratamento com R72 (setas), células coradas pela hematoxilina e eosina. 
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5.11 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DO COMPOSTO R72 EM MACRÓFAGOS 
ANTES DA INTERAÇÃO COM FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi  

 
Com o objetivo de analisar se o composto R72 interfere nos processos de 

adesão e internalização de T. cruzi, os macrófagos foram previamente tratados 

com o composto R72 a 50 µM e infectados com as formas tripomastigotas de T. 

cruzi e incubados na presença ou ausência do composto. Podemos observar 

que o composto não alterou o índice de adesão dos parasitos aos macrófagos, 

no entanto o índice de internalização dos parasitos pelos macrófagos 

preincubados por 30 minutos com o composto R72 foi significativamente 

reduzido quando comparado ao controle DMSO (Figura 21).  

Através da análise ultraestrutural por microscopia eletrônica de varredura 

não visualizamos a presença de tripomastigotas aderidos no controle (Figura 

22A).  Esse dado indica que devido ao tempo de incubação os parasitos foram 

totalmente internalizados. Em macrófagos tratados previamente com o composto 

notamos ainda à presença de parasitos aderidos na superfície do fagócito 

(Figura 22B-C), indicando que o composto inibe a internalização de 

tripomastigotas em macrófagos tratados previamente a interação. Desta forma 

este resultado corrobora os resultados obtidos na Figura 21.  

 

Figura 21. Índice de adesão e internalização em macrófagos tratados previamente à 
interação com tripomastigotas de T. cruzi. O composto reduziu o processo de 
internalização do parasito pelo macrófago após o tratamento prévio. Análise de 
variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey foram aplicados para determinar a significância 
estatística entre os tratamentos em relação ao controle e ao controle DMSO, (*) 
representa diferença estatisticamente significante p<0,05. 
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Figura 22. Microscopia eletrônica de varredura de macrófagos tratados e infectados com 
T. cruzi. Em (A) controle; (B-C) observar a inibição da internalização após o tratamento 
dos macrófagos com o composto (R72). 
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5.12 AVALIAÇÃO ULTRAESTRUTURAL DOS EFEITOS DO COMPOSTO 

DERIVADO DE β–LAPACHONA R72 NA INTERAÇÃO 

PARASITO/MACRÓFAGO POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
TRASMISSÃO 
 

Para verificar o efeito ultraestrutural do composto R72 na interação 

parasito/macrófago por microscopia eletrônica de transmissão. Os macrófagos 

foram incubados com tripomastigotas de T. cruzi na proporção de 10:1 

parasitos/macrófagos.  

Observamos os macrófagos sem alteração na Figura 23A, e após o 

tratamento, podemos evidenciar um processo de autofagia caracterizado pela 

presença de vacúolos autofágicos (VA) contendo membranas concêntricas ou 

figuras de mielina, além disso, podemos observar membranas oriundas do 

reticulo endoplasmático (RE) envolvendo mitocôndria para degradação 

indicando um processo de macroautofagia (Figura 23B-D). 

Na Figura 24A observamos os macrófagos incubados com parasitos sem 

tratamento (controle) por 72 horas, observarmos o citoplasma do macrófago com 

muitos parasitos no interior de vacúolos parasitóforos. Na Figura 24B 

observamos macrófagos infectados com T. cruzi e incubados com DMSO 

também verificamos a presença de T. cruzi do fagócito.  Podemos observar nas 

figuras 24C e 24D o efeito do composto R72 na interação parasito/macrófago 

evidenciando redução do número de parasitos no citoplasma do macrófago após 

o tratamento com o composto, além disso, é possível evidenciar a presença de 

numerosos corpúsculos lipídicos, formação de membranas concêntricas 

provavelmente oriundas do retículo endoplasmático,  indicando um processo 

autofágico.  
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Figura 23.  Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos incubados com 
tripomastigotas de T. cruzi por 2 horas e tratados por 24 horas com a R72 a 50 µM. (A) 
Controle célula sem alteração aparente. (B-D) Células após tratamento com formação 
de vacúolos autofágicos pelo envolvimento de mitocôndrias (M) por cisternas de retículo 
endoplasmático (B e C) e de figuras de mielina (D).  
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Figura 24. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos incubados com 
tripomastigotas de T. cruzi por 2 horas e tratados por 72 horas com a R72 a 50 µM. (A) 
Controle (B) controle DMSO ambos com presença de muitos parasitos no citoplasma da 
célula (pontas de setas). (C-D) Interação parasito/macrófago após tratamento com R72 
indicando a formação de corpúsculos lipídicos (asteriscos) e membranas concêntricas 
(pontas de seta pretas). 

 
 

5.13 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO NA INTERAÇÃO 
PARASITO/MACRÓFAGO E POR MACRÓFAGOS J774 
 

A produção de óxido nítrico (NO) foi avaliada indiretamente pelos níveis 

de nitrito gerados no sobrenadante das culturas (macrófagos e da interação 

parasito/macrófago). Podemos observar na Figura 25 que não houve produção 

de NO nas células sem tratamento (controle). Verificamos nas células incubadas 

com LPS e IFN- (controle positivo) aumento significativo na produção de NO 

pelos macrófagos ativados com LPS e IFN-, enquanto que nas células 

incubadas com LPS, IFN- e R72, não houve produção significativa de NO pelos 

macrófagos após o tratamento com a R72. Este resultado indica que o composto 

sozinho não modula a produção de NO pelos macrófagos e quando incubados 
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com LPS, IFN- e R72 houve inibição da produção de NO. Não houve alteração 

significativa dos níveis de NO pelos macrófagos após o tratamento com a R72, 

quando comparado ao controle negativo (Figuras 25). 

 Nos macrófagos infectados com o T. cruzi e incubados com LPS e IFN- 

(controle positivo) verificamos aumento significativo (p<0,05) na produção de 

nitrito, em torno de 10 µM. A concentração de nitrito foi reduzida para 4 µM 

quando as culturas foram incubadas com LPS, IFN- e R72. No entanto, quando 

as culturas são tratadas com a R72 não há produção significativa de NO pelos 

macrófagos infectados (Figura 26). 

 Desse modo podemos inferir que em macrófagos ativados o tratamento 

com R72 modula negativamente a detecção de NO nos sobrenadantes das 

culturas.  

 

 

 

Figura 25. Produção de NO por macrófagos J774. As células foram incubadas com LPS, 

LPS, IFN- e R72, R72 ou sem estímulos (controle negativo). Após 24 horas os 
sobrenadantes foram coletados e os níveis de NO foram quantificados no 
espectrofotômetro a 540 nm, pelo método de Griess. Análise de variância (ANOVA) e 
pós-teste de Tukey foram aplicados para determinar a significância estatística entre os 

tratamentos em relação ao controle positivo (LPS e INF), (*) representa diferença 
estatisticamente significante p<0,05.  
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Figura 26. Produção de NO na infecção parasito/macrófagos J774. As células foram 

incubadas com LPS, LPS, INF e R72, R72 ou sem estímulos (controle negativo). Após 
24 horas os sobrenadantes foram coletados e os níveis de NO foram quantificados no 
espectrofotômetro a 540 nm, pelo método de Griess. Análise de variância (ANOVA) e 
pós-teste de Tukey foram aplicados para determinar a significância estatística entre os 

tratamentos em relação ao controle positivo (LPS e INF), (*) representa diferença 
estatisticamente significante p<0,05.  
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6  DISCUSSÃO 

 

Os compostos derivados de β-lapachona apresentam importante 

atividade anti-inflamatória e anticâncer (PARDEE et al., 2002). Em modelos 

celulares, a atividade da β-lapachona sobre T. cruzi foi investigada inicialmente 

por Boveris et al. (1978) e Docampo et al. (1978), que demostraram o efeito 

tóxico do composto sobre o protozoário.   

Segundo Goijman e Stoppani (1985) os compostos derivados de β-

lapachona interagem com as macromoléculas de Trypanosoma cruzi e induzem 

a formação de peróxido de hidrogênio e degradação de macromoléculas como 

RNA, DNA e proteínas. A presença destes radicais no interior das células pode 

levar a danos irreversíveis devido à ligação destes radicais com macromoléculas 

importantes da célula. 

De acordo os resultados obtidos nesse estudo, o composto foi capaz de 

inibir cerca de 80% do número de parasitos viáveis, produzindo IC50 de 15 µM e 

causando intensas alterações morfológicas e bioquímicas para a forma 

tripomastigota de T. cruzi. Em estudos realizados por Anjos (2009) a IC50 para a 

forma epimastigota foi superior a 15 µM, após 96 horas de incubação com o 

composto R72. Esse resultado demonstra que o composto apresenta maior 

toxicidade para a forma tripomastigota do que para a forma epimastigota, além 

disso, em experimentos realizados para avaliar a viabilidade do parasito, após 

incubação com o composto em concentrações que variaram de 12 a 1000 µM, 

foi observada perda de viabilidade do protozoário, evidenciada pela inibição da 

redução de MTT a formazan.  

Segundo Mosmann (1983) quando as células estão viáveis, as 

desidrogenases mitocondriais reduzem o sal MTT a formazan, no entanto outros 

compartimentos celulares podem participar da produção de formazan (LIU et al., 

1997; STOCKERT et al., 2012). A produção de formazan nos parasitos após o 

tratamento com o composto foi reduzida significativamente, indicando desta 

forma que o composto afetou a função mitocondrial e o balanço redox do 
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parasito, resultando em perda da atividade respiratória e possível dilatação 

mitocondrial. O efeito concentração-dependente da R72 foi devido à alteração na 

função redox, com o aumento da concentração do composto, evidenciada pelo 

método do MTT.  

As técnicas de microscopia eletrônica constituem ferramentas muito 

utilizadas para verificar o efeito de compostos na ultraestrutura de protozoários 

(VANNIER-SANTOS e LINS, 2001; VANNIER-SANTOS et al., 2002; VANNIER-

SANTOS e CASTRO 2009; RODRIGUES E SOUZA, 2008; MENNA-BARRETO 

et al., 2009; 2009b). Sendo assim, empregamos estas técnicas para elucidar o 

mecanismo de ação da R72 na organização ultraestrutural das formas 

tripomastigotas de T. cruzi.  

Avaliações ultraestruturais confirmaram alteração na topologia do 

protozoário, assim como dilatação em organelas importantes do parasito tais 

como: bolsa flagelar, cinetoplasto e mitocôndria. A bolsa flagelar é uma estrutura 

muito importante para ingestão e exocitose pelo parasito (DE SOUZA, 2008), as 

alterações evidenciadas neste compartimento sugerem um comprometimento 

da(s) via(s) endocítica e/ou exocítica do protozoário.  

Em experimentos realizados com as formas epimastigotas de T. cruzi 

incubados com LDL ou com uma proteína marcada com ouro coloidal 

demostraram que estas macromoléculas são incorporadas via vesículas, 

formadas no citóstoma ou na bolsa flagelar. Estudos similares realizados com T. 

brucei e Leishmania demostraram que a atividade endocítica ocorre na bolsa 

flagelar (FIELD e CARRINGTONN, 2004). Uma dilatação acentuada na bolsa 

flagelar de T. cruzi também foi observada em parasitos tratados com agentes 

que afetam o citoesqueleto, como o taxol (BAUM et al., 1981; DANTAS et al., 

2003). Em Leishmania amazonensis o promotor de tumor TPA (12-O-

tetradecanoil-forbol-13-acetato) também é capaz de modular a exocitose e 

aumentar a área da bolsa flagelar (VANNIER-SANTOS et al., 1988). Segundo Li 

et al. (1999) a combinação da β-lapachona com o taxol apresenta potente 

atividade anti-tumoral, que afeta pontos específicos da divisão celular resultando 

em morte da célula por apoptose.  



72 
 

Desse modo, alterações da bolsa flagelar podem resultar em um estresse 

nutricional e ativação de diferentes vias de morte em T. cruzi, envolvendo o 

cinetoplasto e a mitocôndria. Estudos demonstraram que estas organelas são 

frequentemente afetadas após o tratamento com compostos derivados de β-

lapachona (MENNA-BARRETO et al., 2005; 2007; 2009a). Além das alterações 

observadas nas organelas citadas acima, notamos ainda no citoplasma do 

parasito a formação de corpúsculos lipídicos (Figura 11A-B) e figuras de mielina 

(Figura 10A), sugerindo o envolvimento de eventos autofágicos no mecanismo 

de ação deste composto, o qual foi confirmado pela sonda MDC.  

A autofagia envolve a formação de uma estrutura de dupla membrana, a 

partir do retículo endoplasmático chamada de autofagossomo ou vacúolo 

autofágico, para seqüestrar organelas e/ou estruturas citoplasmáticas. 

Posteriormente o vacúolo autofágico funde-se com o lisossomo formando um 

autofagolisossomo para degradação e reciclagem de macromoléculas 

(KLIONSKY, 1999; LEVINE e KLIONSKY, 2004; XIE e KLIONSKY, 2007).  Este 

processo é essencial para manter a homeostase de um organismo (YORIMITSU 

et al., 2006; ALVAREZ et al., 2008) e para reciclagem de estruturas celulares. 

No entanto, quando a capacidade autofágica não consegue estabelecer o 

equilíbrio homeostático, a célula pode ativar diferentes mecanismos de morte 

(REGGIORI e KLIONSKY, 2002).  

A pesquisa de genes relacionados com a autofagia nos genomas de 

tripanosomatídeos revelou a presença de genes ATGs (HERMAN et al., 2006). 

Durante a privação de nutrientes, o gene Atg8.1 (TcATG8.1) foi localizado por 

imunofluorescência em vesículas semelhantes a autofagossomas (ALVAREZ et 

al., 2008). A autofagia em T. cruzi está envolvida no processo de diferenciação 

entre as formas evolutivas do protozoário, sendo um importante processo para 

manutenção, sobrevivência e infectividade do parasito (BRENNAND et al., 

2011). Alguns estudos indicam que a autofagia ocorre em T. cruzi como um 

mecanismo de escape da resposta imune do hospedeiro (DENNINGER et al., 

2008). 

Em estudos realizados por Menna-Barreto et al. (2009a) com três 

naftoimidazóis derivados de β-lapachona, designados como N1, N2 e N3, 
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demostraram alta atividade em formas epimastigotas e amastigotas 

intracelulares. Em epimastigotas o composto bloqueou o ciclo celular e induziu 

danos em organelas importantes como mitocôndria, complexo de Golgi e 

reservossomos. Em tripomastigotas o composto causou alterações no 

cinetoplasto, mitocôndria, na membrana plasmática e fragmentação de DNA 

(MENNA-BARRETO et al., 2007). Nesse trabalho o fenótipo de morte 

predominante foi a autofagia.  

Recentemente Fernandes e colaboradores (2012) demonstraram que 

quando os parasitos são tratados com diferentes concentrações de 

naftoquinona, o composto induz o aparecimento de membranas concêntricas, 

oriundas do retículo endoplasmático formando figuras de mielina, confirmando 

fenótipo de morte autofágica. Em nosso trabalho, a autofagia induzida pela R72 

foi confirmada pelo aumento no número de parasitos contendo vacúolos 

autofágicos, cerca de aproximadamente 40%, os quais foram identificados 

através da marcação positiva para a sonda fluorescente MDC. 

Além da autofagia confirmada em nossos resultados, resolvemos 

investigar se o composto induz a morte de T. cruzi por apoptose e/ou necrose, 

visto que observamos pela microscopia eletrônica, alteração mitocondrial e esta 

organela apresenta papel central em ambos os processos de apoptose e 

necrose (SCHERZ-SHOUVAL e ELAZAR, 2007; SCHERZ-SHOUVAL  et al., 

2007; MENNA-BARRETO et al., 2009a; PARK et al., 2011). A análise por 

citometria de fluxo confirmou que o composto induziu a morte dos parasitos tanto 

por apoptose, quanto por necrose. 

A apoptose está envolvida na regulação da homeostase do organismo, 

apresentando um papel importante na renovação de células mortas ou 

danificadas, em organismos pluricelulares (SCHAUMBURG et al., 2006). 

O mecanismo apoptótico pode ocorrer em condições fisiológicas ou 

associadas a estímulos exógenos, como radiação ultravioleta e vários produtos 

químicos, incluindo drogas (SEN, 1992). Em condições normais, as células 

apresentam o fosfolipideo fosfatidilserina no folheto citoplasmático da membrana 

celular (BODEY et al., 1998). Quando a célula tem deflagrado o processo de 
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apoptose, ela passa a expressar esse fosfolipídeo no folheto externo da 

membrana celular. Assim, diante dessas características citadas acima, foi 

possível sugerir o tipo de morte do protozoário a partir de dados da citometria de 

fluxo, utilizando uma sonda florescente que se liga à fosfatidilserina 

(WLODKOMIC et al., 2009).  

 Com base nos resultados da análise por microscopia de fluorescência e 

por citometria de fluxo, observou-se que a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), está envolvida no mecanismo de ação do composto R72, o 

qual foi confirmado pela sonda DHE. Nas condições experimentais empregadas, 

o efeito tóxico da β-lapachona (R72) sob formas tripomastigotas de T. cruzi 

ocorreu devido à produção de EROs, a qual pode induzir apoptose em diferentes 

tipos celulares (DUBIN et al., 2001; ZHANG et al., 2014).  

 Os compostos derivados de β-lapachona estimulam a produção de 

EROs (BOVERIS et al. 1978; DOCAMPO et al. 1978) causando autofagia 

(MENNA-BARRETO et al., 2009a), apoptose (DI ROSSO et al., 2013) e necrose 

(PARK et al., 2014). Tais resultados corroboram dados da literatura, que 

demonstram a atividade de derivados de β-lapachona em diversos tipos 

celulares, inclusive em T. cruzi (MENNA-BARRETO et al., 2009; BOVERIS et al. 

1978; DOCAMPO et al. 1978).  

Nesse trabalho o composto derivado de β-lapachona R72 induziu a 

produção de EROs, que desencadeou processos de autofagia, apoptose além 

de necrose. Esses mecanismos de mortes também foram observados em outros 

trabalhos (MENNA-BARRETO et al., 2005; MENNA-BARRETO et al., 2007; 

MENNA-BARRETO et al., 2008; RODRIGUES e DESOUZA, 2008; VANNIER-

SANTOS e CASTRO, 2009). A morte celular por necrose também pode ser 

programada (GUIMARÃES e LINDEM, 2004). Recentemente Park et al. (2014) 

demosntraram que a β-lapachona induz necrose programada, fenômeno 

denominado de necroptose, em células de carcinoma hepático humano, por uma 

via independente da ativação de caspase e dependente de ativação de RIP1 

(receptor de interação com a proteína 1), via geração de EROs nestas células.  
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Os resultados obtidos nesse trabalho fornecem evidências da 

possibilidade de utilização desse composto como alternativa no controle de 

formas tripomastigotas de T. cruzi. Além disso, Pinto e Castro (2009) 

demostraram que um derivado de β-lapachona apresenta baixa toxicidade para 

a célula hospedeira, por causa da interação do composto com as proteínas do 

soro e também por interagir com a oxihemoglobina. 

A β-lapachona apresenta citotoxicidade antitumoral (FERREIRA et al., 

2010; LI et al.,1989; LI et al., 1999; LI et al., 2003; LAMBERTI et al., 2013) e 

antiparasitária (MENNA-BARRETO et al., 2005, 2009; DA ROCHA et al., 2013). 

Desse modo, antes de avaliar o efeito do composto, na interação 

parasito/macrófago in vitro, realizamos experimentos para avaliar se o composto 

inédito R72 apresenta citotoxicidade em culturas de esplenócitos e macrófagos, 

e verificamos efeito citotóxico significativo a partir da concentração de 333 µM 

para ambos tipos celulares (esplenócitos e macrófagos). Isso sugere, que em 

concentrações inferiores a 333 µM, o composto não promove alteração na 

atividade mitocondrial das células. Sendo assim podemos inferir que o composto 

R72 não é citotóxico para as células de mamíferos. 

O resultado é bastante interessante, pois o valor de IC50 obtido no teste de 

citotoxidade foi cerca de 11 vezes maior, que a IC50 obtida no experimento de 

concentração-resposta em T. cruzi, demostrando que as concentrações 

utilizadas neste trabalho não apresentam toxicidade para as células 

hospedeiras. Foram determinados, índices de seletividade (IS) superiores a 10, 

indicando que o composto é consideravelmente seletivo e apresenta 14-16 

vezes mais toxicidade para o protozoário do que para células de mamífero. 

Segundo Prayong et al. (2008), quando o composto apresenta IS superior a 3 

podemos considerar o composto seletivo para o parasito. 

Desta forma nós avaliamos o efeito deste composto na interação 

parasito/macrófago e verificamos que o composto inibiu 80% a proliferação de 

amastigotas intracelulares após o tratamento com R72 a 50 µM. A análise das 

culturas de macrófagos infectados por T. cruzi por MET revelou que o composto 

R72 induziu autofagia na célula hospedeira após incubação com os parasitos e o 

tratamento, pois foi possível evidenciar processos de autofagia caracterizados 
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pela presença de vacúolo autofágico, figuras de mielina e membranas oriundas 

do retículo endoplasmático (RE) envolvendo mitocôndria para degradação, 

indicando um processo de macroautofagia. Além disso, foi possível evidenciar a 

presença de numerosos corpúsculos lipídicos (CL) e alguns deles em 

associação com membranas concêntricas indicativa de associação com o 

vacúolo autofágico. Os CL são inclusões lipídicas livre no citoplasma e são 

abundantes nas células envolvidas processo de inflamação (MELO et al., 2003). 

Existe evidência que o sistema autofágico contribui diretamente para 

mobilização de lípidios para os CL e destes para o lisossomo. Segundo Singh e 

Cuervo (2012), a formação de corpúsculos lipídicos é ativada quando ocorrem 

alterações no metabolismo de lípidios, tais como quando a célula passa por um 

período prolongado de privação nutricional, o que caracteriza esse processo 

como seletivo para obtenção de energia.  

De acordo com Murphy et al. (2009) os CL interagem com duas organelas: 

o retículo (membranas) e a mitocôndria. Fato interessante é que foi observada 

essa interação nos macrófagos infectados após o tratamento com o composto 

R72 reforçando a ideia que o composto induz a formação de CL em macrófagos 

infectados com T. cruzi. 

  Melo et al. (2003) observaram aumento significativo do número de CL em 

macrófagos otidos da cavidade peritoneal de camundongos infectados com T. 

cruzi. Este aumento de CL durante a infecção foi correlacionado com o aumento 

da geração de leucotrienos e prostaglandina (PGE2). Foi observado aumento do 

número de CL e da produção de PGE2 em macrófagos peritoneais estimulados 

com o sonicado da glândula salivar de Lutzomyia longipalpis (ARAÚJO-SANTOS 

et al., 2010). O grupo de D’Avila et al. (2012) também demonstrou que T. cruzi 

induz a célula hospedeira a produzir CL como um mecanismo de crescimento e 

sobrevivência envolvendo a produção de prostaglandinas.  

Nos macrófagos tratados previamente e infectados com T. cruzi 

verificamos por microscopia eletrônica de varredura que o composto não afetou 

a adesão, parasito-célula hospedeira, mas inibiu, significativamente, a 

internalização de tripomastigotas de T. cruzi. O modo de ação pelo qual o 

composto está inibindo a internalização de T. cruzi ainda precisa ser investigado, 
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mas de acordo com o trabalho de LIMA et al. (2011) que demonstra que a 

fagocitose de Leishmania amazonensis,  é inibida por indução de autofagia. 

Como observamos evidências citoquímicas e ultraestruturais da indução de 

autofagia após o tratamento com o composto R72, pode ser que esse seja, ao 

menos em parte, o mecanismo de inibição da internalização de T. cruzi pelo 

macrófago.  Sendo assim, após o tratamento da célula com o composto derivado 

de β-lapachona, aparentemente induziu produção de EROs, que afetou a 

proliferação de amastigotas intracelulares. PARK et al. (2011) demonstraram 

que a β-Lapachona induz a produção de EROs em células glioma U87 MG e 

induz a  morte celular autofágica. 

         No presente trabalho ainda não foram identificadas as moléculas 

envolvidas no processo de autofagia em macrofágos infectados. Entretanto, os 

resultados obtidos até o momento indicam que o mecanisno não é dependete da 

produção de óxido nítrico. 

O óxido nítrico é um importante agente microbicida produzido pelas 

células em respostas a diversos agentes patogênicos intracelulares tais como,  

Leishmania spp. (GREEN et al., 1990;  LIEW et al., 1990; MURRAY e NATHAN, 

1999)  e Toxoplasma  gondii (ADAMS et al., 1990; SCHARTON-KERSTEN et al., 

1997;  KHAN et al., 1997) e T. cruzi (FREIRE DE LIMA et al., 2000; LOPES e 

DOS REIS, 2000). 

  Estudos tem demonstrado que a redução de óxido nítrico está relacionada 

com a citocina TGF-β e IL 10 as quais regulam negativamente a produção de 

NO e inibem a fagocitose (GUTIERREZ et al., 2009b). Alguns estudos realizados 

para investigar o efeito do NO sobre a autofagia em células do menisco 

demonstraram que quando as células são tratadas com um indutor de autofagia 

(rapamicina), ocorre uma redução significativa da produção de NO (SHEN et al., 

2014). Por outro lado, quando as células são tradadas com um inibidor de 

autofagia (3-MA) ocorre aumento da produção de NO (SHEN et al., 2014). 

Alternativamente o superóxido gerado pelo derivado pode reagir com o NO, 

produzindo peroxinitrito (ALVAREZ et al., 2002; PACHER et al., 2007; KIM et al., 

2014). A produção de O2
- poderia consumir o NO gerado pela célula hospedeira. 

Os presentes resultados fornecem evidências da inibição da fagocitose e 



78 
 

indução de autofagia por um mecanismo independente da produção de óxido 

nítrico. 

Uma vez que os compostos empregados na terapêutica da doença de 

Chagas são altamente tóxicos, é relevante observar que um produto natural tem 

atividade tripanocida superior à do benzonidazol, droga de escolha nesta 

parasitose, com baixa toxicidade. A continuidade deste estudo poderá levar, em 

última análise, à formulação de um medicamento, mais eficaz e menos tóxico, 

melhorando a qualidade de vida de milhões de pacientes. 
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7  CONCLUSÕES 

 

 O composto derivado de β-lapachona é mais efetivo do que o 

benzonidazol em formas tripomastigotas de T. cruzi e na proliferação de 

formas amastigotas de T. cruzi in vitro; 

 O composto R72 é capaz de induzir intensas alterações na morfologia do 

protozoário e do macrófago, indicando processos de autofagia; 

 A análise por citometria de fluxo indicou que o derivado de β-lapachona 

induziu morte celular por apoptose e necrose; 

 O mecanismo de ação do composto R72 em formas tripomastigotas 

envolve a produção de espécies reativas de oxigênio; 

 Em macrófagos infectados o mecanismo de ação do composto R72 é 

independente da produção de óxido nítrico, mas o composto leva a 

redução detectável de NO. 
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