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RESUMO 

 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, é um importante problema 

de saúde pública na América Latina, com cerca de 7,6 milhões de pessoas infectadas. O 

benznidazol e o nifurtimox são os únicos fármacos disponíveis para o tratamento, e além de 

apresentarem sérios efeitos colaterais, a sua eficácia na fase crônica da doença ainda é 

controversa. Neste sentido, nós sintetizamos o aduto Morita-Baylis-Hillman 3-hidroxi-2-

metileno-3-(4-nitrofenilpropanonitrilo) (MBHA 3) e avaliamos sua atividade biológica sobre 

o T. cruzi. O MBHA 3 inibiu fortemente o crescimento das formas epimastigotas, com IC50 / 

72h de 28,5 µM e causou intensa lise de tripomastigotas, com IC50/ 24h de 25,5 µM. A análise 

ultraestrutural mostrou alterações morfológicas significantes, como arredondamento do corpo 

celular e desorganização intracelular. Alterações indicativas de apoptose, autofagia ou necrose 

também foram observadas nas células mais afetadas. A fim de melhor compreender o 

mecanismo envolvido na morte celular induzida pelo composto, nós utilizamos a microscopia 

confocal e a citometria de fluxo aliadas a sondas fluorescentes, como anexina-V (AV)/ iodeto 

de propídio (IP); Calceína-AM (CA)/ homodímero de etídio (HE); laranja de acridina (LA) e 

rodamina 123. O tratamento com 6 e 12 µg/ mL revelou uma alta porcentagem de células 

viáveis pela CA/ HE, mas também induziu alterações mitocondriais e aumento da marcação 

com a LA, sugerindo que um processo de morte celular programada (MCP) por autofagia 

poderia estar ocorrendo. Por outro lado, o tratamento com 24 µg/ mL levou à perda de 

viabilidade celular com danos excessivos sobre a membrana plasmática e mitocondrial e 

fragmentação inespecífica do DNA. Em conclusão, nossos achados sugerem que o MBHA 3, 

em alta concentração, induz MCP por necrose em T. cruzi.  

 

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi, Quimioterapia, Biologia Celular, Morte celular. 
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ABSTRACT 

 

Chagas disease, caused by the hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi , is a major 

public health concern in Latin America, with about 7.6 million people infected. The 

benznidazole and nifurtimox are the only available drugs for treatment, and besides presenting 

serious side effects their efficacy in chronic phase of disease is still controversial. In this 

sense, we have synthesized the Morita–Baylis–Hillman adduct 3-hydroxy-2-methylene-3-(4-

nitrophenylpropanenitrile) (MBHA 3) and evaluated its biological activity on T. cruzi. MBHA 

3 strongly inhibited epimastigote growth, with IC50/ 72 h of 28.5 µM and also caused intense 

trypomastigotes lysis, with an IC50/24 h of 25.5 µM. Ultrastructural analysis showed 

significant morphological changes on both treated parasite forms, such as rounding of cell 

body and intracellular disorganization. Morphological changes indicative of apoptosis, 

autophagy or necrosis were also observed in most affected cells. In order to better understand 

the mechanism involved in drug-induced cell death, we used confocal microscopy and flow 

cytometry allied to fluorescent probes such as Annexin-V (AV)/ Propidium Iodide (PI); 

Calcein-AM (CA)/ ethidium homodimer (EH); Acridine orange (AO) and Rhodamine 123. 

The MBHA 3 treatment at 6 and 12 µg/ mL showed a high percentage of viable cells by 

CA/EH assay, but also induced mitochondrion alterations and increase of AO labeling, 

suggesting that an autophagic process of programmed cell death (PCD) could be occurring. 

On the other hand, at 24 µg/ mL the compound led to loss of cell viability with an extensive 

damage on plasma and mitochondrion membrane and nonspecific DNA fragmentation. In 

conclusion, our finds suggested that MBHA 3, at higher concentration, induces T. cruzi PCD 

by necrosis.  

 

Key words: Trypanosoma cruzi, Chemotherapy, Cellular Biology, Cell Death. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A doença de Chagas 

 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi 

(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), é um sério problema de saúde pública, com cerca de 7,6 

milhões de pessoas infectadas na região que se estende do México até a Argentina e o Chile, 

com cerca de 11.000 mortes em 2008. Estima-se que no Brasil existam aproximadamente 1,9 

milhões de infectados, causando prejuízo na economia e na qualidade de vida das populações 

afetadas. (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2007, 2010). 

 A principal forma de transmissão da doença de Chagas aos seres humanos e para mais 

de 150 espécies de animais domésticos (cães e gatos, por exemplo) e mamíferos selvagens 

(roedores, marsupiais e tatus), é através de insetos pertencentes à ordem Hemiptera, família 

Reduviidae e subfamília Triatominae, dentro de três ciclos que se sobrepõem: doméstico, 

peridoméstico e silvestre (CLAYTON, 2010a; RASSI Jr et al., 2010). Inicialmente, a doença 

de Chagas foi considerada como um fenômeno enzoótico restrito ao ambiente silvestre. No 

entanto, com o desmatamento e outras atividades econômicas, o homem invade este habitat, 

deslocando animais e construindo habitações, permitindo, assim, a domiciliação do inseto 

triatomíneo vetor. Algumas espécies, como o Triatoma infestans, estão hoje domiciliadas, 

enquanto outras encontram-se variando entre habitat selvagem, domicilar ou peri-domiciliar 

(COURA, 2007).  

Apesar do grande número de triatomíneos identificados, mais de 130 espécies, só uma 

pequena parcela pode transmitir o T. cruzi. As três espécies de vetores mais importantes para 

a transmissão desse patógeno ao homem são: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e 

Triatoma dimidiata (COURA; VIÑAS, 2010). O T. infestans tem sido o principal vetor nas 

regiões endêmicas (sul da América do Sul). Já o R. prolixus é encontrado geralmente na 

América Central e no norte da América do Sul, assim como uma parte do T. dimidiata, que 

também é encontrado no México (Figura 1) (RASSI Jr et al., 2010). Outros vetores 

significativos incluem Triatoma brasiliensis no nordeste do Brasil, Rhodnius ecuadoriensis 

no sul do Equador e noroeste do Peru, Rhodnius pallescens no Panamá e noroeste da 

Colômbia, e membros dos complexos Triatoma phyllosoma e Triatoma protracta amplamente 

distribuídos no México (WHO..., 2010). No Brasil, a transmissão vetorial pelo Triatoma 

infestans foi oficialmente eliminada em 2006 e, consequentemente, a transmissão por vetores 

silvestres como Rhodnius pictipes, Rhodnius robustus, Panstrongylus geniculatus e 
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Panstrongylus lignarius surgiu. Esse comportamento tem preocupado a população de cidades 

próximas a florestas, como é o caso da Amazônia, onde a transmissão oral tem concentrado o 

maior número de casos, dos 330 casos no país entre 2005 e 2007, 272 foram dessa região 

(PETHERICK, 2010).  

Existem várias maneiras de adquirir doença de Chagas por via oral, como a ingestão 

do leite materno infectado; de carne crua ou mal passada de animais infectados; de alimentos 

contaminados com triatomíneos infectados e/ ou suas fezes; e dos triatomíneos em si. Os 

sintomas da doença de Chagas aguda são piores quando o próprio parasita é ingerido devido a 

sua maior infectividade por via oral e sua capacidade de penetrar a membrana mucosa. De 

fato, um surto que chamou atenção foi o de Santa Catarina em 2005, no qual cinco pessoas 

morreram. Mas o maior surto confirmado da transmissão oral foi em uma escola municipal na 

Venezuela, onde 128 casos positivos foram confirmados, com uma morte, e a causa provável 

foi a ingestão de suco de fruta contaminado (PEREIRA et al., 2009; PETHERICK, 2010).  

A doença de Chagas também pode ser transmitida ao homem por transfusão de sangue 

e de mãe para filho, principais formas de infecção em zonas urbanas e em países não 

endêmicos (CLAYTON, 2010a). O risco de aquisição da doença após a transfusão de sangue 

de um doador infectado é inferior a 10-20%, e vai depender da concentração de parasitas no 

sangue do doador, o componente de sangue transfundido e a cepa do parasita. As taxas de 

contaminação nos bancos de sangue em algumas cidades do continente americano variam de 

3% a 53%, indicando que a prevalência de sangue contaminado por T. cruzi pode exceder a 

prevalência de HIV e vírus da hepatite B e C. A ocorrência da transmissão congênita também 

apresenta-se bastante variável entre os países, o que pode ser explicado pelo estado 

imunológico das mães infectadas, fatores placentários, cepa do parasita e as diferentes 

metodologias utilizadas para a detecção de casos congênitos (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL 

DA SAÚDE, 2010; RASSI Jr et al., 2010). 
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Figura 1- Distribuição vetorial dos três principais vetores domésticos da doença de Chagas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Publicação da revista Nature (WHO..., 2010). 

 

O T. cruzi pode circular de países endêmicos para não-endêmicos como a América do 

Norte, a região do Pacífico ocidental e a Europa (principalmente na Bélgica, Espanha, França, 

Itália, Reino Unido e Suíça). Estima-se que exista atualmente mais de 300.000 indivíduos 

infectados com o T. cruzi nos Estados Unidos, mais que 5.500 no Canadá, acima de 80.000 na 

Europa e na região do Pacífico ocidental, acima de 3.000 no Japão e 1.500 na Austrália 

(Figura 2). Como nos países desenvolvidos os vetores da doença não estão presentes, as 

principais formas de transmissão são por transfusão sanguínea e transmissão congênita, 

ficando o transplante de órgãos e os acidentes de laboratório num grupo de menor risco 

(COURA; VIÑAS, 2010). 

 

 
Fronteiras aproximadas 
de todos os triatomíneos 

nas Américas 

 Alcance máximo 

aproximado do T. infestans 
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Figura 2 - Fluxo de migração a partir da América Latina para os países não endêmicos, com 

estimativa do número total de indivíduos infectados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Coura e Viñas (2010). 

 

 Dessa forma, fica clara a necessidade de ampliar a informação e os sistemas de 

vigilância a nível nacional e supranacional, implementar cuidados médicos para pacientes 

com doença de Chagas em países não endêmicos, melhorar o controle nos bancos de sangue e 

transplante de órgãos, bem como interceptar a transmissão vertical. A doença de Chagas 

tornou-se mais do que uma doença simplesmente zoonótica que afeta a população rural da 

América Latina: é uma preocupação mundial que pode ter consequências graves para a saúde 

humana a longo prazo (COURA; VIÑAS, 2010). 

 

1.1.1 A Patologia da doença de Chagas 

 

Uma vez que o indivíduo tenha sido infectado, a doença de Chagas pode assumir duas 

formas clínicas principais: aguda e crônica. Logo após a infecção, o indivíduo entra na fase 

aguda ou inicial da doença, com duração média de dois a três meses, sendo tipicamente 

assintomática ou associada a febre e outras manifestações clínicas menos específicas. No 

entanto, o coração é drasticamente parasitado, o que provoca uma intensa migração e 

extravasamento de monócitos do sangue para a região. Os monócitos se diferenciam em 

macrófagos e fagocitam os parasitas, inibindo sua replicação e ativando o sistema imune ao 

produzir citocinas e fatores co-estimulatórios, dando início a uma reação inflamatória no local 

(MELO, 2009). Em alguns casos, pode haver hiperplasia nos gânglios linfáticos, fígado e 
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baço. Em outros casos, ou concomitantemente, pode haver miocardite aguda difusa, com 

edema intersticial, hipertrofia de fibras miocárdicas, e dilatação das cavidades cardíacas 

(COURA, 2007).  

Na ausência de um tratamento específico, a proporção de óbitos é de 10-15%, e 10-

50% dos sobreviventes evoluem para uma longa fase crônica, que inicialmente é 

assintomática, sem alterações eletrocardiográficas e/ ou radiológicas no coração, esôfago ou 

cólon, e tem sido descrita como a "forma crônica indeterminada" (COURA; BORGES-

PEREIRA, 2011). Após vários anos de infecção assintomática, 20%-30% dos infectados 

desenvolvem lesões cardíacas e 5%-10% desenvolvem danos digestivos (Figura 3). Além do 

mais, pacientes imunocomprometidos podem apresentar acometimento nervoso central.  

Na fase crônica da doença, ocorre uma grande redução no número de neurônios do 

plexo mioentérico, principalmente no esôfago e no cólon, induzindo a perda de movimentos 

peristálticos e dilatação desses órgãos promovendo a formação do megaesôfago, megacólon e 

ampliações de outras vísceras, como bexiga, ureter e vesícula biliar (COURA, 2007). Apesar 

das condições clínicas originadas pelo megaesôfago e megacólon, a cardiomiopatia chagásica 

é de longe a forma mais grave da doença. Quando presente, pode levar a morte súbita, 

arritmias complexas, aneurismas ventriculares, insuficiência cardíaca e tromboembolismo. Os 

desarranjos autonômicos e distúrbios microcirculatórios constituem peculiaridades de 

destaque na cardiomiopatia chagásica. No entanto, o seu papel na patogênese de lesões 

crônicas do miocárdio parece ser somente auxiliar. Acredita- se que os fatores fundamentais 

sejam a persistência do parasita, causando uma incessante infecção sistêmica, além de fatores 

imunológicos, os quais participam através de uma reação autoimune (GUTIERREZ et al., 

2011; MARIN-NETO et al., 2007; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2010).  
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Figura 3 – Achados clínicos da doença de Chagas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Marin-Neto et al. (2007), Coura, 2007 

Legenda: (A) Visão externa de um coração chagásico com aneurisma apical típico (seta); (B) Mega-

esôfago e (C) mega-colon. 
 

1.1.2 O Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi 

 

 O Trypanosoma cruzi, como os demais tripanosomatídeos, possui uma morfologia 

bastante variável durante os seus diversos estádios do seu ciclo de vida, representando uma 

adaptação ao meio extra e intracelular encontrados nos hospedeiros (SOUZA, 2002). Desta 

forma, eles são primariamente classificados de acordo com 1) a morfologia geral da célula; 2) 

posição do cinetoplasto (região especializada da mitocôndria onde se concentra o DNA 

mitocondrial, ou k-DNA) e do sistema flagelar em relação ao núcleo e 3) localização nos 

hospedeiros. Segundo estes critérios, as principais formas evolutivas do T. cruzi são: 

epimastigota, tripomastigota e amastigota (esferomastigota) (Figura 4). Os epimastigotas 

constituem a forma evolutiva proliferativa, encontrada no intestino do hospedeiro 

invertebrado, podendo também ser facilmente cultivada em meios axênicos. Têm como 

características o corpo celular alongado, flagelo livre anteriormente e cinetoplasto em forma 

de bastão anterior ao núcleo (Figura 4A). Já os tripomastigotas sanguíneos apresentam o 

cinetoplasto arredondado localizado na região posterior ao núcleo, com o flagelo emergindo 

lateralmente à bolsa flagelar e aderindo ao longo do corpo do parasito, tornando-se livre na 

região anterior (Figura 4B). Os amastigotas, exclusivamente intracelulares em células de 

mamíferos, apresentam morfologia arredondada, flagelo curto e cinetoplasto em forma de 

barra ou bastão na região anterior ao núcleo (Figura 4C).  

B C A 
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Figura 4 - As formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
  Fonte: Adaptado de Docampo et al. (2005). 

  Legenda: (A) Epimastigota, (B) Tripomastigota e (C) Amastigota. N= Núcleo, F= flagelo e 

K=  cinetoplasto. 

 

O parasita T. cruzi alterna o seu ciclo de vida entre os mamíferos e triatomíneos. O 

ciclo no hospedeiro invertebrado começa quando o triatomíneo suga o sangue de vertebrados 

contaminados (humanos ou mamíferos selvagens, como os marsupiais e os tatus) contendo 

tripomastigotas sanguíneas (Figura 5). No estômago do triatomíneo, as formas 

tripomastigotas se transformam em amastigotas (esferomastigotas) redondas, e 

subseqüentemente em epimastigotas. Estes últimos se dividem na porção média do estômago, 

aderem-se às células intestinais e se transformam em tripomastigotas metacíclicas altamente 

infectivas, que são liberadas juntamente com as fezes e urina e transmitidas ao hospedeiro 

vertebrado mamífero (SOUZA, 2008).  

 O parasita é capaz de penetrar no novo hospedeiro vertebrado através de uma solução 

de continuidade se a pele estiver rompida ou ainda através das mucosas. A penetração da 

mucosa ocular por tripomastigotas infectantes leva à uma reação indolor da conjuntiva, com 

edema das pálpebras e linfadenite dos gânglios pré-auriculares (sinal de Romaña); uma picada 

em qualquer outra parte da pele pode levar a uma reação no tecido subcutâneo com edema 

local e endurecimento, congestão vascular e infiltração celular (chagoma) (DIAS, 2007; 

RASSI Jr et al., 2010). No hospedeiro vertebrado, formas tripomastigotas metacíclicas 

penetram na pele ou mucosa, onde podem ser fagocitadas pelos diversos tipos de célula 

encontrados no local. Após a internalização, o meio ácido gerado pela fusão dos lisossomos 

da célula hospedeira ativa uma proteína secretora do tipo porina, promovendo o escape de 

formas tripomastigotas do vacúolo fagocítico e sua diferenciação simultânea em formas 

amastigotas replicativas (ANDREWS, 2002). Posteriormente, as formas amastigotas 
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começam a se dividir em contato direto com estruturas citoplasmáticas. Após inúmeros ciclos 

de divisão, um grande número de amastigotas pode ser encontrado nas células do hospedeiro, 

e essas podem persistir latentes no corpo do hospedeiro por décadas, escondidas em células 

musculares sem causar dano significativo aos tecidos (TEIXEIRA et al., 2006). Todavia, 

devido a um estímulo ainda não caracterizado, os amastigotas podem se transformar em 

tripomastigotas, os quais rompem a membrana das células do hospedeiro e são liberados no 

espaço intercelular, onde podem infectar outras células no próprio ambiente, ou atingir a 

corrente sanguínea e distribuir-se por todo o organismo. Eventualmente, formas 

tripomastigotas sanguíneas podem ser ingeridas pelo vetor, começando um novo ciclo.  
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Figura 5 - Transmissão vetorial e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Rassi et al.(2009 apud RASSI Jr et al., 2010, p. 1309). 
Legenda: (1) Tripomastigotas sanguíneas ingeridas pelo inseto se diferenciam em epimastigotas, e estas se 

replicam no intestino médio; (2) Epimastigotas migram para o intestino posterior e o reto, e se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicas que serão liberadas pelas fezes; (3) Tripomastigotas metacíclicas infectantes 

liberadas na pele de um hospedeiro mamífero; (4) Tripomastigotas metacíclicas entram no hospedeiro quando 

este coça ou esfrega o local da picada; (5) Recrutamento e fusão de lisossomos da célula hospedeira; (6) Forma 

tripomastigota encontrada no interior do vacúolo parasitóforo; (7) Tripomastigotas escapam do vacúolo 

parasitóforo e são liberadas no citoplasma; (8) Tripomastigotas se diferenciam em amastigotas; (9) As 

amastigotas se dividem por divisão binária; (10) Quando a célula hospedeira está cheia de amastigotas, elas se 

transformam em tripomastigotas; (11) As tripomastigotas lisam as células infectadas, invadem os tecidos 

adjacentes, e se espalham através dos vasos linfáticos e da corrente sanguínea para outros locais, onde passam 

por novos ciclos de multiplicação intracelular. (12) Eventualmente, tripomastigotas sanguíneas são ingeridas por 

outro inseto durante seu repasto sanguíneo começando um novo ciclo. 
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1.1.3 A Biologia Celular do Trypanosoma cruzi  

 

 O Trypanosoma cruzi possui organelas comuns a outras células eucarióticas, tais como 

núcleo, complexo de Golgi e retículo endoplasmático, enquanto outras lhe são peculiares, 

podendo servir de alvos potenciais para agentes quimioterápicos. Algumas delas serão vistas 

com maiores detalhes a seguir. Um esquema ilustrativo da organização intracelular do 

Trypanosoma cruzi (forma epimastigota) é apresentado na Figura 6.  

 

 Figura 6 – Representação da estrutura interna da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de DoCampo et al. (2005) e Teixeira et al. (2011).  

 Legenda: (A) Representação esquemática da secção longitudinal da forma epimastigota de T. cruzi.  

 (B) Micrografia de uma forma epimastigota observada em microscópio eletrônico de transmissão. 

FAZ= zona de adesão.  
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1.1.3.1 O cinetoplasto e a mitocôndria  

 

 Os tripanosomatídeos apresentam uma única e ramificada mitocôndria, que se estende 

logo abaixo da camada de microtúbulos subpeliculares e corre por todo o corpo celular do 

parasita. Uma característica peculiar da mitocôndria dos protozoários da ordem 

kinetoplastida, é que o DNA mitocondrial (k-DNA) concentra-se em uma região especializada 

da mitocôndria denominada cinetoplasto. O k-DNA representa aproximademente 30% do 

DNA total da célula e difere do DNA nuclear na densidade, tipo de bases nitrogenadas e grau 

de desnaturação (SOUZA, 2008). Ao contrário de outros DNAs encontrados na natureza, o k-

DNA de tripanosomatídeos é composto de moléculas circulares, as quais são relaxadas e 

interconectadas para formar uma pequena rede. Dois tipos de moléculas de DNA estão 

presentes no cinetoplasto, os minicírculos e os maxicírculos (SHAPIRO; ENGLUND, 1995). 

Os maxicírculos são funcionalmente homólogos ao DNA mitocondrial de outros eucariotos, 

pois codificam RNAs ribossomais para inúmeras proteínas, a maioria envolvida na transdução 

de energia. A característica mais intrigante dos maxicírculos é o fato da maior parte dos seus 

transcritos sofrer um processo de edição (“editing”) antes de se transformarem em RNAs 

funcionais. Os minicírculos respondem por aproximadamente 90% do total da massa de DNA 

mitocondrial e sua principal função é codificar pequenos RNAs guias que, por sua vez, 

controlam a especificidade de edição do RNA nesta organela (SCHNEIDER, 2001). 

 

1.1.3.2 Os reservossomos  

 

 Os reservossomos são organelas encontradas na região posterior de formas 

epimastigotas de T. cruzi, apresentando uma matriz homogênea, onde inclusões lipídicas estão 

imersas (SOARES et al., 1992). Estudos têm demonstrado que estas organelas participam do 

armazenamento de proteínas endocitadas pelo parasita e que, durante a diferenciação das 

formas epimastigotas para tripomastigotas, estas organelas desaparecem gradualmente, 

sugerindo que o conteúdo armazenado nestas estruturas seja utilizado como fonte de energia 

para o processo de diferenciação (FIGUEIREDO et al., 2004). Os reservossomos também têm 

sido caracterizados pela presença de proteases sintetizadas pelo parasita, como a cisteína 

proteinase, bem como pela presença de pequenas GTPases (SILVA et al., 2006). 



22 

  

1.1.3.3 Os acidocalcisomos  

 

 São estruturas vacuolares que podem ser vistas no microscópio eletrônico de 

transmissão contendo um depósito elétron-denso designado como grânulos de polifosfato ou 

volutina. Os acidocalcisomos são geralmente esféricos, com diâmetro médio de 0,2-0,6µm, e 

podem ser observados também por microscopia de fluorescência utilizando DAPI ou laranja 

de acridina (fluorocromos que se acumulam em compartimentos ácidos) (DOCAMPO; 

MORENO, 2011). Eles estão envolvidos em varias funções incluindo: reserva de cálcio, 

magnésio, sódio, potássio, zinco, ferro, compostos fosfatados, especialmente pirofosfato 

inorgânico e polifosfato, como determinado por análise bioquímica e microanálise de raio X, 

bem como na homeostase do pH e osmorregulação, em associação com o vacúolo contrátil 

(DOCAMPO et al. 2005).  

 

1.1.3.4 Os glicossomos  

 

 A observação, através da microscopia eletrônica, de secções finas em inúmeras 

espécies de tripanosomatídeos revelou a presença de estruturas esféricas, envoltas por uma 

unidade de membrana e com uma matriz homogênea. Esta organela, reconhecida depois de 

1960, foi assim designada por apresentar em seu citosol a maioria das enzimas envolvidas na 

via glicolítica. Ao contrário da mitocôndria, os glicossomos não apresentam material genético 

em seu interior, sendo todas as proteínas encontradas codificadas por genes nucleares 

(SOUZA, 2008).  

 

1.1.3.5 Os microtúbulos sub-peliculares 

 

 Nos tripanosomatídeos, os microtúbulos estão organizados em arranjos 

citoplasmáticos paralelos, encontrados exclusivamente na periferia do protozoário. Análises 

por congelamento rápido, criofratura entre outras (HEUSER, 2001), mostraram que esses 

microtúbulos estão conectados uns com os outros através de filamentos, bem como à parte 

interna da membrana plasmática e às cisternas periféricas do retículo endoplasmático, 

recebendo assim, a denominação de microtúbulos subpeliculares. Estas estruturas são 

resistentes à baixas temperaturas, bem como a inúmeras drogas empregadas usualmente na 

ruptura de microtúbulos, como colchicina, colcemide, taxol, etc (SOUZA, 2008). 
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1.1.4 A Quimioterapia da doença de Chagas 

 

Atualmente apenas duas drogas são recomendadas para o tratamento da doença de 

Chagas, o benznidazol (Rochagan®, Radanil®) e o nifurtimox (Lampit®). O benznidazol 

(BNZ) tem sido usado na terapia humana desde 1978 e tem como mecanismo de ação a 

inibição da síntese de RNA e a geração e acúmulo de superóxidos. O Nifurtimox é um 

nitrofurano, também utilizado desde 1970, e age sobre o parasita por causar danos ao DNA 

através do acúmulo de radicais livres e superóxidos (LOUP et al., 2011). Estas drogas são 

recomendadas na fase aguda, mas sua eficácia na fase crônica tem sido questionada. Além do 

mais, o Nifurtimox teve sua produção descontinuada no Brasil e em outros países da América 

Latina e o Benznidazol causa uma série de efeitos colaterais, com atividades mutagênicas e 

carcinogênicas. Ao mesmo tempo, muitas comunidades rurais pobres em países endêmicos 

têm pouca infraestrutura de serviços de saúde ou apoio para os pacientes completarem o 

tratamento, que tanto reduz a eficácia da droga e incentiva a resistência às drogas (CROFT, 

1999; URBINA; DOCAMPO, 2003). 

As pesquisas baseadas em novas terapias para a doença de Chagas estagnaram em 

parte por causa de uma falta de compromisso do governo, e em parte porque a indústria 

farmacêutica viu pouco incentivo financeiro no tratamento de doenças tropicais. As drogas 

candidatas a novos medicamentos também apresentam um desafio extra porque o T. cruzi é 

um parasita intracelular, sendo necessário atravessar a membrana plasmática da célula 

infectada a fim de eliminá-lo. Outra questão problemática é certificar a eficácia de drogas, já 

que fica difícil detectar a presença ou ausência do parasita utilizando esfregaço sanguíneo e 

microscopia convencional, particularmente para pacientes que tem a doença crônica em que 

os parasitas residem principalmente no intestino, coração e outros tecidos profundos. Os testes 

sorológicos tradicionais também parecem ser ineficientes para indicar a cura, pois os 

anticorpos podem persistir por vários anos no organismo após a eliminação do parasita até 

que se obtenha um teste “soro- negativo”. Até mesmo os testes com PCR, que apresentam alta 

sensibilidade, não parecem possuir uma acurácia suficiente para a detecção de baixos níveis 

de parasitas circulantes na fase crônica, não podendo ser utilizada para verificar a cura, mas 

sim falha terapêutica (um teste positivo após o tratamento) (BERN, 2011; CLAYTON, 2010b; 

LOUP et al., 2011). 

Uma estratégia é explorar drogas já aprovadas para outras condições como o 

Posaconazol, que é apenas um dos vários antifúngicos que poderiam ser eficazes para a 

doença de Chagas. Este composto induziu cura parasitológica em modelos murinos na fase 
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aguda e crônica da doença, no entanto, apresenta alto custo e difícil síntese. Tendo em vista o 

fato de que a doença de Chagas acomete justamente parcelas da população menos favorecidas 

economicamente, a utilização deste medicamento ainda seria limitada por pacientes de países 

endêmicos (CLAYTON, 2010b; URBINA; DOCAMPO, 2003). Outra droga a amiodarona, 

que é usada rotineiramente para o tratamento de arritmia cardíaca, também é capaz de matar 

seletivamente o T. cruzi tanto in vitro como in vivo, e mostrou atividade sinérgica com o 

posaconazol ao afetar a homeostase do cálcio e bloquear a biossíntese do ergosterol 

(BENAIM et al., 2006).  

Uma problemática comum aos quimioterápicos é a sua falta de seletividade contra o 

agente agressor o que resulta em efeitos colaterais indesejáveis aos pacientes. Neste sentido, 

estudos sobre a fisiologia e bioquímica do T. cruzi tem buscado selecionar estruturas e 

moléculas específicas do parasita como alvos seletivos para ação de novas drogas.  Estes 

estudos levaram ao conhecimento de várias enzimas cruciais para a sobrevivência do parasita 

como alvos potenciais para a concepção de novos medicamentos. As proteases são enzimas 

que quebram ligações peptídicas entre aminoácidos de proteínas e peptídeos. Em protozoários 

como o T. cruzi, as proteases possuem múltiplas funções que envolvem desde a invasão 

celular até o escape do parasita do sistema imune do hospedeiro. Considerando-se o papel 

essencial dessa classe de enzimas no ciclo de vida do T. cruzi, algumas proteases têm sido 

selecionadas como alvos para o desenvolvimento de novos agentes anti-chagásicos (DIAS; 

DESSOY, 2009). 

A cruzipaína do T. cruzi (TCC) é um membro da superfamília papaína de cisteína 

proteases que tem como função degradar componentes da matriz extracelular, além de estar 

envolvida na replicação e nutrição do parasita (SANTOS et al., 2009). Um candidato a 

inibidor da cruzipaína é o K777, que provou ser eficaz tanto em modelos de infecção agudos e 

não agudos em ratos, e também conseguiu melhorar dano cardíaco em cães infectados 

(MCKERROW, 2009). A transialidase do T. cruzi (TcTS) está relacionada com o mecanismo 

de evasão do parasita frente a resposta imune do hospedeiro, principalmente através da 

transferência de resíduos de ácido siálico de glicoconjugados do hospedeiro para a superfície 

do parasita. Apesar de sua importância para a patogênese da doença de Chagas e sua 

emergência como um alvo potencial da droga, a inibição desta enzima revelou-se um desafio 

uma vez que e inibidores químicos específicos de TcTS ainda não são conhecidos (NERES et 

al., 2009). A atividade da dihidrofolato redutase (DHFR) do T. cruzi (TcDHFR) também é 

essencial para o parasita, representando um alvo potencial para o desenho racional de 
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medicamentos. No entanto, a exemplo das transialidases muito poucos inibidores de alta 

afinidade da TcDHFR têm sido relatados (SCHORMANN et al., 2010).  

Uma via que tem sido particularmente útil para a identificação de novos alvos contra o 

T. cruzi é a via do isoprenóide (SZAJNMAN et al., 2008). A farnesil difosfato sintase (FPPS) 

catalisa a condensação sucessiva de isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato 

(DMAPP) para gerar geranil difosfato (GPP) e depois farnesil difosfato (FPP). GPP e FPP são 

precursores da maioria dos compostos isoprenóides, incluindo o colesterol e outros esteróis 

(GABELLI et al., 2006; HUANG et al., 2010). Pelo exposto, fica claro o potencial dessa 

enzima em ser alvo de drogas contra parasitas patogênicos. A farnesil difosfato sintase de T. 

cruzi (TcFPPS), por exemplo, tem sido alvo de alguns bisfosfonatos, como o Risendronato 

(Actonel), alendronato (Fosamax) e pamidronato (Aredia). A atividade antiparasitária destes 

compostos tem sido atribuída à inibição da enzima FPPS da via do ácido mevalônico dos 

protozoários (MUKHERJEE et al., 2008; ROSSO et al., 2011; SZAJNMAN et al., 2008). 

Com base nesses estudos, a inibição da FPPS dos parasitas pode ser considerada como um 

alvo viável para o desenvolvimento de novas terapias tripanocidas.  

Apesar de haver muitos outros alvos enzimáticos potenciais em T. cruzi, a dificuldade 

de estabelecer ensaios in vitro confiáveis e reprodutíveis tem dificultado os esforços para a 

triagem de novos compostos que possam funcionar como inibidores enzimáticos. Além disso, 

a criação e execução dos ensaios e o posterior teste dos compostos em diferentes épocas e 

concentrações necessita de um grande espaço de tempo. Uma alternativa pode ser o uso de 

ensaios de alto rendimento, que aumenta a velocidade em que novos compostos podem ser 

avaliados (CLAYTON, 2010b). Neste sentido o uso da ferramenta de docking molecular, in 

silico, pode auxiliar na procura dos inibidores para essas enzimas de forma mais rápida ao 

prever a ligação dos possíveis inibidores a seus respectivos alvos. 
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1.2 Adutos derivados da Reação Morita-Baylis-Hillman  

 

Considerando a importância da doença de Chagas no contexto da saúde publica 

mundial, a ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE (2002) estabelece que uma droga ideal 

para o tratamento desta doença deve preencher os seguintes requerimentos: a) Ser efetiva nas 

diferentes formas clínicas e estágios de desenvolvimento da doença; b) Ser efetiva em dose 

única ou em poucas doses; c) ser accessível aos pacientes; d) Não apresentar efeitos colaterais 

ou carcinogênicos; e e) não apresentar resistência. Tendo em vista as atuais drogas utilizadas 

no tratamento desta endemia não atenderem a praticamente nenhum destes requisitos, a 

procura por novos fármacos ainda se faz necessária.  

A reação Morita-Baylis-Hillman, ou simplesmente Baylis-Hillman, é uma reação de 

síntese de ligações carbono-carbono versátil e átomo-econômica, que fornece moléculas 

polifuncionais conhecidas como adutos Morita-Baylis-Hillman (MBHA). Essa reação envolve 

a ligação de alquenos contendo um grupo elétron-retirador (GER), com aldeídos, cetonas ou 

iminas (Figura 7). Aminas terciárias são normalmente utilizadas como catalisadoras e 1,4-

diazobicíclico[2.2.2.]octano (DABCO) é a escolha usual (DAS et al., 2006). 

Os adutos possuem características que permitem fazer transformações moleculares e 

originar um grande espectro de moléculas. Estas características podem ser atribuídas à 1) 

simplicidade operacional na sua síntese, através de ligações carbono-carbono; 2) seus 

aspectos estruturais versáteis com a possibilidade de se desenvolver versões assimétricas e 

intramoleculares; e também 3) o largo espectro de aplicação destes adutos. Este último devido 

à proximidade de seus três grupos quimio-específicos, permitindo um grande número de 

transformações metodológicas e processos estereo-seletivos que podem levar a síntese de 

moléculas de importância médica (BASAVAIAH et al., 2007).  
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Figura 7. Reação de Baylis-Hillman 

 

 

 

 

 

 Fonte: Barbosa et al. (2009). 

  

Estudos envolvendo a reação Morita-Baylis-Hillman reforçam a importância de se 

investigar a atividade biológica dos seus adutos aromáticos contra parasitas e vetores que 

transmitam doenças tropicais. Estes compostos foram ativos contra parasitas da malária 

(SOUZA et al., 2004; KUNDU et al., 1999), contra o caramujo Biomphalaria glabrata, 

agente vetor da esquistossomose (VASCONCELLOS et al., 2006) e contra formas 

promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi (BARBOSA et al., 2011), 

no entanto estudos desses adutos contra o agente patogênico da doença de Chagas ainda são 

escassos.  

 

1.3 Morte Celular Programada 

 

O processo de morte celular programada (MCP) é um processo ativo, geneticamente 

regulado, de importância central na homeostase de organismos multicelulares, 

desempenhando papel fundamental na morfogênese, fisiologia e defesa do hospedeiro contra 

patógenos (MACFARLANE, 2009). Apesar de ter sido considerada exclusiva de organismos 

multicelulares há evidências crescentes que apontam para uma conservação evolutiva da MCP 

em eucariotos unicelulares, como Giardia lamblia (CHOSE et al., 2003), Blastocystis hominis 

(NASIRUDEEN et al., 2004), Trichomonas vaginalis (CHOSE et al., 2002), Plasmodium 

falciparum (PICOT etal., 1997) e parasitas do gênero Trypanosoma e Leishmania 

(DUSZENKO et al., 2006; SHAHA, 2006; DUSZENKO et al., 2011).  

A força motriz para o desenvolvimento da MCP em protozoários, como os 

tripanosomatídeos, por exemplo, pode ser o controle da densidade populacional para alcançar 

uma parasitemia persistente e garantir a sobrevivência do hospedeiro, pelo menos até que a 

transmissão do parasita para o próximo hospedeiro esteja garantida. Dessa forma, a 

capacidade determinada geneticamente desses protozoários de se submeter a MCP é um pré-

requisito para a sobrevivência do parasita em termos evolutivos (DUSZENKO et al., 2006). 
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De fato, eventos de MCP têm sido descritos em Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi  

em resposta aos mais variados estímulos, tais como, choque térmico, privação de nutrientes, 

tratamento com H2O2, tratamento com peptídeos antimicrobianos, diamidinas, entre outros 

(DAS et al., 2001; BERA et al., 2003; SOUZA et al., 2006; ROY et al., 2008).  

Os principais tipos de morte celular, os quais já são bem caracterizados nas células 

eucarióticas superiores, incluem os fenômenos de apoptose, autofagia e necrose 

(GUIMARÃES; LINDEN, 2004). O termo apoptose (MCP I) foi descrito primeiramente por 

Kerr e colaboradores (1972) a fim de diferenciar a morte celular que ocorre naturalmente no 

desenvolvimento celular, daquela causada por necrose, que resulta da lesão aguda do tecido. 

A apoptose foi então caracterizada como um processo regulado de morte celular, envolvido 

no desenvolvimento e morfogênese normal de tecidos e órgãos em organismos multicelulares 

e também responsável pelo desenvolvimento de várias patologias. Uma vez iniciado, esse 

processo é bastante semelhante entre as espécies (DE SOUZA et al., 2010), exibindo várias 

alterações morfológicas, incluindo: a clivagem proteolítica pelas caspases, o encolhimento das 

células, a fragmentação do DNA, a exposição da fosfatidilserina, a formação de corpos 

apoptóticos e a perda do potencial da membrana mitocondrial com a liberação de citocromo C 

no citosol (RICCI; ZONG, 2006). No processo apoptótico dos organismos unicelulares a 

fragmentação do DNA é observada logo no início, resultando da ação de ortólogos da 

nuclease mitocondrial Endo G em Caenorhabditis elegans (PARRISH et al., 2001), 

Saccharomyces cerevisiae (BÜTTNER et al., 2007) e  tripanosomatídeos (GANNAVARAM 

et al., 2008).  

A autofagia (MCP II) é o principal mecanismo para a degradação de proteínas e 

organelas (ALVAREZ et al., 2007), no qual os eucariotos, seletivamente ou não, direcionam 

um processo degradativo lisossomal contra suas próprias organelas, por hidrolases residentes 

(RIGDEN et al., 2009). Esse processo foi encontrado em representantes de todos os filos 

eucarióticos: vertebrados (mamíferos, aves, anfíbios, peixes), invertebrados, como o 

nemátodo Caenorhabditis elegans, insetos, plantas, fungos e diversos protistas (DUSZENKO 

et al., 2011). Quando a MCP II é induzida, uma membrana dupla se forma ao redor de uma 

porção de citoplasma, resultando na formação de uma estrutura denominada autofagossomo 

(KIEL, 2010). Os autofagosomos então se fundem aos lisossomos e um autofagolisosomo se 

forma, dando início à digestão dos resíduos citoplasmáticos. A autofagia é crucial para manter 

o balanço metabólico e a reciclagem de estruturas celulares durante o crescimento e 

desenvolvimento da célula (BURSCH, 2001), podendo promover adaptação e sobrevivência 

durante estresse, como a ausência de nutrientes. No entanto, sob algumas condições as células 
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podem ser submetidas à morte através de uma resposta autofágica exarcebada (RICCI; 

ZONG, 2006). A observação da autofagia por microscopia eletrônica de transmissão envolve 

a visualização de autofagosomo com aparecimento de membranas ao redor de organelas e 

estruturas citoplasmáticas com sua posterior degradação, sem que haja uma reposta 

inflamatória (UCHIYAMA et al., 2008).  

A necrose (MCP III) é descrita como um evento não apoptótico e tem sido definida 

como uma forma de morte celular acidental ou patológica, que provoca uma forte resposta 

inflamatória tecidual, derivada de condições ambientais ou em resposta a perturbações 

intracelulares (ZONG; THOMPSON, 2006). No entanto, atualmente não há consenso que 

esse tipo de morte celular seja realmente “não controlada”, e alguns autores afirmam que a 

necrose é também um processo programado dependente da extensa relação entre eventos 

bioquímicos e moleculares em diferentes níveis celulares (FESTJENS et al., 2006; ZONG; 

THOMPSON, 2006; KROEMER et al., 2009; LÜDER et al., 2010).   

Diversos mediadores, organelas e processos celulares têm sido implicados na MCP III, 

mas ainda não está claro como eles se relacionam uns com os outros. O marco deste tipo de 

morte celular envolve alterações na mitocôndria (desacoplamento, produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e permeabilização da membrana mitocondrial); no núcleo 

(hiperativação de PARP-1 e hidrólise de NAD
+
); degradação de lipídios; aumento na 

concentração citosólica de cálcio (Ca
2+

), que resultam em sobrecarga mitocondrial; e ativação 

de proteases não-caspases (como calpaínas e catepsinas) (KROEMER et al., 2009).  

Morfologicamente, a MCP III pode ser definida pala observação do inchaço de células 

e organelas, citoplasma eletronluscente, e perda da integridade da membrana plasmática 

(ZONG; THOMPSON, 2006). Em termos moleculares a necrose, mas não a apoptose, é 

frequentemente acompanhada por depleção aguda de ATP, evento considerado causador da 

morte celular (LAPORTE et al., 2007). A inter-relação entre necrose e apoptose é modulada 

em resposta a diferentes estímulos, sendo relatado que geralmente muitas injúrias induzem 

apoptose em baixas doses e necrose em altas doses, porém fenótipos de ambos podem 

coexistir numa mesma célula (ZONG; THOMPSON, 2006).   

Apesar dos diversos fenótipos de MCP já terem sido identificados em protozoários, o 

ponto de conversão de uma forma de MCP para outra, bem como a inter-relação de diferentes 

drogas e a MCP ainda são pouco investigados nestes parasitas, representando um ponto crítico 

ao desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. Desta forma, é necessária uma melhor 

caracterização destes eventos no sentido de interferir em diferentes etapas da MCP, 

oferecendo assim alternativas para o controle das doenças causadas por estes patógenos. 
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2 PERGUNTA CONDUTORA 

 

Qual é o potencial tripanocida e o modo de ação do composto 3-Hidroxi-2-metileno-3-

(4-nitrofenilpropanonitrilo) (MBHA 3), derivado da reação Morita-Baylis-Hillman, sobre 

Trypanosoma cruzi?  

 

 

 



31 

  

3 OBJETIVOS 

 

3.1  Objetivo Geral 

 

- Avaliar o potencial quimioterápico do composto derivado da reação Morita-Baylis-

Hillman contra Trypanosoma cruzi. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Avaliar a atividade tripanocida do composto MBHA 3 sobre formas epimastigotas e 

tripomastigotas de T. cruzi; 

 

- Avaliar, através de microscopia eletrônica de transmissão, as alterações morfológicas 

induzidas pelo composto MBHA 3 em T. cruzi; 

 

- Discriminar os diferentes fenótipos de morte celular programada induzida por 

MBHA 3 em T. cruzi, através de microscopia confocal a laser e citometria de fluxo;  

 

- Avaliar por eletroforese as possíveis alterações no DNA de células tratadas ou não;  
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4 ARTIGOS 

 

A presente dissertação foi redigida no formato de artigos científicos, tendo em vista que um 

artigo já foi publicado e o outro ainda será submetido, estando o último sob a forma de 

manuscrito. Posteriormente iremos levantar as informações contidas em cada um, gerando 

uma única discussão e tornando possível fazer a conclusão dos principais pontos.  

 

4.1 Artigo 1: 3-Hydroxy-2-methylene-3-(4-nitrophenylpropanenitrile): A new highly active 

compound against epimastigote and trypomastigote form of Trypanosoma cruzi. 

 

O primeiro artigo desenvolvido e posteriormente publicado na revista “Bioorganic 

Chemistry” teve colaboração com o grupo de pesquisa do Dr. Mário L. A. A. Vasconcellos, 

que sintetizou o composto MBHA 3 e realizou o ensaio de “docking” molecular. Nesse artigo, 

utilizamos também a microscopia eletrônica de transmissão para identificar as alterações 

ultraestruturais decorrentes do tratamento com o composto MBHA 3 em T. cruzi. 
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4.2 Artigo 2: Cell death induced by 3-Hydroxy-2-methylene-3-(4-nitrophenylpropanenitrile) 

in Trypanosoma cruzi.  

 

O manuscrito será submetido à revista “Journal of Histochemistry and Cytochemistry” e está 

formatado conforme suas regras, exceto as figuras e tabelas, que foram inseridas no texto para 

facilitar a compreensão dos leitores. Neste artigo, utilizamos principalmente a microscopia 

confocal a laser e a citometria de fluxo para tentar discriminar os diferentes fenótipos de 

morte celular programada induzida pelo MBHA 3 em formas epimastigotas de T. cruzi. 
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ABSTRACT 

 

Chagas disease, caused by the protozoa Trypanosoma cruzi, is a serious health concern 

due to inexistence of effective vaccines or a safe treatment. In a search of a new compound 

against this neglected disease, we have previously demonstrated that the compound 3-

Hydroxy-2-methylene-3-(4-nitrophenylpropanenitrile) (MBHA 3), derived from Morita-

Baylis-Hillman reaction, effectively inhibited epimastigote growth and caused loss of 

trypomastigote viability. However, the mechanism of cell death elicited by MBHA 3 

treatment remains unknown. The aim of this study was to better characterize the 

morphophysiological changes and the mechanism of cell death induced by this compound on 

epimastigote form of T. cruzi. To perform this analysis, we used the combination of confocal 

microscopy and flow cytometry allied to fluorescent probes such as Annexin-V (AV) 

combined to Propidium Iodide (PI), Calcein-AM (CA) combined to ethidium homodimer 

(EH), Acridine orange (AO) and Rhodamine 123. At lower concentrations, the MBHA 3 

treatment showed a high percentage of viable cells by CA/ EH assay, but also induced 

mitochondrial alterations and an increase of AO labeling. On the other hand, at 24 µg/ mL the 

compound led to loss of cell viability with an extensive damage on plasma and mitochondrion 

membrane, DNA fragmentation and acidification of cytoplasm. In conclusion our finds 

suggested that MBHA 3, at higher concentration, induces Trypanosoma cruzi cell death by 

necrosis.  
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INTRODUCTION 

 

Programmed cell death (PCD) is a genetically regulated active process of cell suicide 

that plays a central role in development and homeostasis of multicellular organisms, being 

also associated with a wide variety of human diseases, including immunological and 

developmental disorders, neurodegeneration, and cancer. The ways by which cells die involve 

three major mechanisms: apoptosis, autophagy and necrosis (Guimarães; Linden 2004).  

Apoptosis is an orchestrated process that occur either in normal or pathological 

conditions. The morphological hallmarks of apoptosis include chromatin condensation and 

nuclear fragmentation which are usually followed by round up of cells. Finally, apoptotic cells 

give rise to small round bodies that are surrounded by membrane and contain intact organelle 

and nuclear fragments (Galluzi et al., 2007). Beside morphological changes three main 

biochemical events can be observed in cells undergo apoptosis 1) caspase activation; 2) DNA 

and protein breakdown and 3) phosphatidylserine exposition in the outer layer of cell 

membrane (Wong, 2011).  

Autophagy is the main mechanism for proteins and organelles degradation (Alvarez et 

al., 2007). However, under some conditions the cells can be subjected to death through an 

exacerbated autophagic response (Ricci, Zong, 2006). The observation of autophagy by 

transmission electron microscopy usually involves membranes formation around cytoplasmic 

organelles and structures with their subsequent degradation, without an inflammatory 

response (Uchiyama et al., 2008). 

Necrosis is usually referred as a process of cell collapse that involves gain in cell 

volume (oncosis) that ultimately lead to plasma membrane rupture, and the unorganized 

dismantling of swollen organelles (Kroemer et al., 2009). Apart from the presence of plasma 

membrane permeabilization necrosis lacks specific biochemical marks.  
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Essential features of PCD appear to be conserved in nematodes (Caenorhabditis 

elegans) (Erdélyi et al., 2011; Wu et al., 2012), insects (Drosophila melanogaster) (Cormier 

et al., 2012; Pritchett; McCall, 2012) and vertebrates (mammals), in terms of the genes 

encoding the basic cell death machinery and the morphological and biochemical 

characteristics (Arnoult et al., 2002). In addition to multicellular organisms, it has been 

demonstrated that various stimuli including drugs, oxidative stress, starvation, exposure to 

human serum, inhibition of signaling molecules, etc, are able to elicit PCD response in an 

increasing number of unicellular eukaryotic species (Bruchhaus et al., 2007), including 

kinetoplastid parasites of the genera Leishmania (Khademvatan et al., 2011; Marinho et al., 

2011) and Trypanosoma (Sandes et al., 2010; Smirlis; Soteriadou, 2011)  

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, one of the most serious 

infectious disease of humans. Despite the high toxicity of the drugs used, nifurtimox and 

benznidazole are the only available treatment. Although being effective in acute infections, 

their efficacy in chronic phase of disease is still controversial and no consensus about the 

evaluation of parasitological cure could be achieved (Salomon, 2011). In this sense, the 

development of more effective drugs, without significant side effects and with low cost 

associated is still needed.  

In a search for compounds against Chagas disease we have previously demonstrated 

that incubation of parasites with MBHA 3 (Fig.1) had profound effects on epimastigotes 

growth and cause loss of trypomastigote viability (Sandes et al., 2010).  Ultrastructural 

analysis of treated parasites revealed morphological characteristics of PCD. Although electron 

microscopy has proven to be useful to identify target organelles of drugs for Chagas disease 

and it has also been used to determine PCD phenotypes (Menna-Barreto et al., 2009), in the 

case of MBHA 3-induced cell death, this tool was not sufficiently robust to unequivocally 

discriminate between different phenotypes of PCD (Sandes et al., 2010). So in this work we 
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use the combination of confocal microscopy and flow cytometry allied to fluorescent probes 

to examine the mechanisms involved in cell death of T. cruzi induced by MBHA 3. 

Understanding the mechanism involved in drug-induced cell death of parasite may not only 

give insights into the pathogenesis of Chagas disease as well as help to better develop 

therapies against this illness.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Drug - MBHA 3 compound (Fig.1) was synthesized and characterized as previously 

described (Sandes et al., 2010). The drug was initially dissolved in dimethyl sulfoxide 

(DMSO) at a concentration of 50 mg/mL. This solution was then further dissolved in culture 

medium to obtain a stock solution at 1 mg/mL (stock solution). The stock solution was diluted 

again at concentrations of 6.0, 12.0 and 24.0 µg/mL which correspond to previously 

determined IC50, 2x IC50 and 4 x IC50 after 72 hours of treatment respectively (Sandes et al., 

2010). Throughout the experimental procedures the concentration of DMSO never exceeded 

0.05%, which is not toxic to the protozoa. 

 

 

 

 

Fig. 1 Chemical structure of MBHA 3  

 

Parasites - All experiments were carried out using T. cruzi epimastigote forms (Dm28c) from 

axenic cultures, maintained in liver infusion tryptose (LIT) medium supplemented with 10% 

FBS at 28 °C and harvested during the exponential phase of growth.  

 

Annexin V and Propidium Iodide labeling - Parasites, treated with different concentrations 

of the drug after 24, 48, and 72 h or control (untreated), were incubated with 5 µg/ml annexin-

V-FITC (AV) (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) plus 10 µg/ml propidium iodide (PI) (Sigma-

Aldrich, St Louis, USA) in an annexin-V binding buffer (10 mM HEPES/NaOH, 140 mM 

NaCl, 2.5 mM CaCl2) for 15 min at 28 °C. After 15 min of loading, cells were directly 
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observed at confocal laser scanning microscopy (CLSM) or flow cytometry. Both probes were 

excited with 488 nm laser line and the emission recorded at 510 and 560 nm for AV and PI 

respectively.  

 

Live/Dead assay - Cell viability was assessed by Calcein-AM (CA) which labels the 

cytoplasm of eukaryotic live cells, and ethidium homodimer (EH), which labels the nucleus in 

the cells whose plasma membrane integrity has been lost. Control and MBHA 3 treated 

parasites were harvested by centrifugation after 72 hours of incubation and resuspended in 0.5 

ml PBS. 0.1 µM of Calcein (Invitrogen) and 8 µM of ethidium homodimer (Invitrogen) were 

then added to the parasite suspension. Samples were incubated for 30 minutes at room 

temperature and immediately analyzed by flow cytometry with a 530/30 filter (calcein) and 

670 long pass filter (ethidium homodimer). For confocal microcopy 4 µM of Calcein + 4 µM 

of ethidium homodimer were used. Cells were observed with 488nm laser and images were 

acquired in 510 and 640 nm channels for CA and EH, respectively. Cells incubated with 4mM 

of H2O2 were used as positive control of cell death. 

 

Acridine orange and Rhodamine 123 asssay - treated and non-treated parasites were 

washed and ressuspended in 0.5 ml PBS with 10 µg/ mL Rhodamine 123 (Sigma-Aldrich, St 

Louis, USA) or 10 µg/ mL acridine orange for 20 minutes. After loading time, the parasites 

were washed in PBS and analyzed by flow cytometry. A total of 20,000 events were acquired 

in the region previously established. Alterations in the fluorescence for Rh123 or AO were 

quantified by the index of variation (IV) obtained by the equation (TM− CM)/CM, where TM 

is the median of fluorescence for treated parasites and CM is that of the control. AO-labelled 

parasites were also observed at CSLM using 488 and 543 nm lasers. 
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DNA fragmentation - After 72 hours of incubation with MBHA 3 treated and untreated 

parasites were harvested by centrifugation and cell pellet containing 10
7
 epimastigotes were 

treated with sarkosyl detergent lysis buffer (50 mM Tris, 10 mM EDTA, 0.5% w/v sodium-N-

lauryl sarcosine, pH 7.5) and digested with proteinase K (20 mg ml-1) 2h at 50°C. RNase A 

(0.3 mg ml-1) treatment was given for 1 hour at 37°C. The lysates were then extracted with 

phenol/chloroform (25:24) and centrifuged at 16,000g for 5 min. The upper phase was treated 

overnight with 3 M sodium acetate and 100% ethanol at -20°C. The samples were centrifuged 

at 16,000 g for 10 minutes, the supernatant removed and 0.5 ml of 70% ethanol added. DNA 

was solubilized in Tris/EDTA (10 mM/1 mM) buffer, then mixed with tracking dye and 

loaded on 1% agarose gels containing ethidium bromide. Gels were submitted on eletroforese 

for 2.5 hours at 50 V. 
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RESULTS 

 

Annexin V and Propidium Iodide assay  

 

Annexin V is a Ca
2+

 dependent phospholipid-binding protein with high affinity for 

phosphatidylserine and it is usually used as an early marker for apoptosis whereas propidium 

iodide is a cell-impermeant dye and hence its red fluorescence is only detected in cells that 

have lost their membrane integrity (Tait, 2008). By using confocal microscopy, we showed 

that incubation of epimastigotes with 6 µg/mL of MBHA 3 (IC50) (Fig. 2B) does not yield 

substantial labeling for both markers as compared with control (Fig.2A) and most of the cells 

was (AV-/PI-) after 72h of treatment. On the other hand, at drug concentration corresponding 

to 4x IC50 value we could observe, at any time of cultivation (data not shown), an increase of 

AV+/PI-, AV+/PI+ and AV-/PI+ phenotypes indicative of intense cell death (Fig. 2D). Most 

of cells positive for AV were also PI positive suggesting that apoptotic cells evolved into a 

secondary necrosis. Morphological changes characteristic of apoptosis as plasma membrane 

blebbing trapping nuclear material, was also observed in AV+/PI+ positive cells treated with 

2x IC50 (Fig 2C, inset). A large number of cells undergoing necrosis cell death without 

translocation of phosphatidylserine (AV-/PI+
 
) could also be observed mainly at 4 x IC50 (Fig. 

2D).   

Flow cytometry analysis corroborates the data obtained by confocal microscopy 

showing increased cell death in parasites treated with MBHA 3 with major differences 

detected in cells treated with 4x IC50 after 72 hours. Regardless the incubation time, at lower 

concentrations of drugs (1x and 2x IC50), the percentage of non-apoptotic/intact cells (AV-/PI-

) was always higher than 90%. Necrotic phenotypes (AV+/PI+ or AV-/PI+) was preponderant 

in cells treated with 4xIC50 corresponding to approximately 63% of cells treated after 72 h 
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post incubation, whereas only 8.84% of epimastigote population exposed phosphatidylserine 

at cell surface (AV+/PI-), at this concentration and incubation time (Table 1). 

 

 

hours 

AV+/ PI- (%) AV-/ PI+ (%) AV+/ PI+ (%) 

 µg/ mL  µg/ mL  µg/ mL 

control 6 12 24 control 6 12 24 control 6 12 24 

24 0.54 0.68 0.59 1.13 0.11 0.16 0.28 9.76 0.17 0.46 0.36 31.95 

48 0.66 1.93 1.94 2.43 0.14 0.23 0.75 12.30 0.33 0.58 2.24 37.39 

72 0.85 3.21 3.42 8.84 0.09 0.34 1.10 20.28 0.31 1.25 4.87 42.18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1 Flow cytometry analysis of T. cruzi treated with 6, 12 and 24 µg/ mL of MBHA 3 and labeled with 

Annexin V/propidium iodide. 
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DIC                                                         FITC + PI 
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Fig. 2 Effects of MBHA 3 on Annexin V (green fluorescence) and Propidium Iodide (red fluorescence) labeling. 

(A) Control and treated (B - D) parasites after 72 hours of incubation. (B) 6µg/ mL, (C) 12µg/ mL and (D) 24µg/ 

mL. Note in C (white arrow) the presence of cell showing both membrane blebs, characteristic of apoptosis, and 

PI labeling in the parasite nucleus, characteristic of necrosis (inset). 
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Live/Dead assay  

 

In attempt to clarify whether non-apoptotic/intact parasites presenting AV-/PI- 

phenotype, undoubted correspond to viable cells, we used Calcein-AM and ethidium 

homodimer-1 live/dead viability test. Membrane-permeant calcein AM is cleaved by esterases 

in live cells to yield cytoplasmic green fluorescence, and membrane-impermeant ethidium 

homodimer-1 labels nucleic acids of membrane-compromised cells with red fluorescence 

(Gatti et al., 1998). As expected the majority of untreated cells were CA positive, whereas few 

cells were stained with EH (CA+/EH-) (Fig. 3A). In these cells Calcein exhibit homogeneous 

bright green fluorescence along all the cytoplasm, nucleus and kinetoplast.  No significant 

differences could be observed in the ratio of CA labeled-cells incubated with 1 x and 2x IC50. 

However, in cells treated with 2xIC50 CA labeling pattern was affected and a punctuated and 

heterogeneous labeling became evident, indicating gradual loss of esterase activity (Fig. 3C). 

A considerable decrease of CA labeling could be observed in cells treated with 4xIC50 with an 

increasing in double positive cells (CA+/EH+) (Fig. 3D). The cytometry analysis showed that 

14.43% and 23% of 1 x and 2x IC50 treated cells, respectively, loosed their viability according 

to the percentage obtained from CA-/ EH- phenotype (Table 2). A high rate of cell death were 

observed in cells treated with 4xIC50, with increased percentage of CA-/EH+ (67.4%) and 

CA+/ EH+ (21.27%) phenotypes.  

 

Table 2 Percentage (%) of T. cruzi CA and/ or EH labeling by flow cytometry, after 72h of incubation.  

CA-/ EH-  CA-/ EH+  CA+/ EH+ 

Untreated 
µg/ mL 

 Untreated 
µg/ mL  

 
Untreated 

µg/ mL 

6 12 24 6 12 24 6 12 24 

0.40 14.43 23.00 5.72 0.14 0.23 1.52 67.40 2.56 2.50 2.24 21.27 
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Fig. 3. Control (A) and MBHA3-treated at different concentrations of drug (B-D) for 72 h and labeled with 

CA and EH. (B) 6µg/ mL, (C) 12µg/ mL and (D) 24µg/ mL. Left column corresponding to DIC image and 

right one the corresponding merging of both marker. (E) Cells incubated with 4mM of H2O2 for 4 h and used 

as positive control of cell death. 

DIC                                     CA + EH 
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Acridine orange assay  

  

Acridine orange (AO) is a fluorescent dye that enters the cells and become trapped in 

acidic vesicular organelles (AVO) such as lysosomes and autophagosomes. For this reason 

AO has been used as a marker of autophagy (Monte-Neto et al., 2011). AO also intercalates 

into DNA rendering a bright green fluorescence thus allowing monitoring cellular 

physiological changes associated with nuclear changes during PCD (Nishikawa et al., 2010). 

Under confocal microscopy control cells stained with AO presented a well preserved 

morphology with bright green fluorescence labeling in the nucleus and kinetoplast and a pale 

green fluorescence in the cytoplasm (Fig. 4A). Red fluorescence was detected mainly within 

large organelles located at the posterior end of cells, which correspond to reservosome, a pre-

lysosomal compartment in epimastigote forms. Small red vesicles were observed 

randomically distributed throughout the cytoplasm. In IC50-treated cells we observed a 

discrete increase in the number of red- labeled compartments, and few cells have already 

presented nuclear pyknosis (Fig. 4B). Treatment with 2x IC50 of MBHA 3 caused a decrease 

in green fluorescence and acidification of cytoplasm (Fig. 4C). The effects of drug on parasite 

nucleus were more pronounced with intense nuclear pyknosis and karyorrhexis (Fig. 4C, 

inset). The positive IV values of AO in the red channel (table 3) found in cells treated with 1x 

IC50, likely correspond to an increase in number of intracellular compartments and are 

consistent with our confocal microscopy findings. However, positive IV value at 2 x IC50 

might mean a decrease of cytoplasmic pH as observed by diffuse red labeling found in the 

cytoplasm of cells treated with MBHA 3 at this concentration (Fig. 4C). Both green and red 

fluorescence signal vanished in cells treated with 4 x IC50 and a considerable swelling of 

parasites could be observed (Fig. 4D). In this condition, the IV value in red channel was - 0.91 

indicating a decrease of red fluorescence signal in these cells (table 3).  
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Fig. 4 AO labeling of untreated (A) or MBHA 3 treated (B-D) cells, for 72h. (B) 6 µg/ mL; (C) 12 µg/ mL; 

and (D) 24 µg/ mL. AO stains acidic compartment in red and cytoplasm, nucleus and kinetoplast in green. 

(C) Detail of AO-labelled cells showing pyknotic nucleus (inset). 
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Table 3 Index of variation of Rh 123 and AO fluorescence intensity on MBHA 3 treated cells by 72h.  
 

 
IV

 

6 µg/ mL 12 µg/ mL 24 µg/ mL 

Rh 123 -0.02 -0.64 -0.87 

AO 2.01 1.91 -0.91 

 

 

Rhodamin 123 assay 

 

In order to determine whether MBHA 3 -induced PCD of parasites is related to 

alteration of the mitochondrial membrane potential (Δψm), this parameter was analyzed by 

flow cytometry using Rhodamin 123 staining. 
 Labelling of treated cells with Rho 123 

showed a gradual depolarization of mitochondria as indicated by negative IV values (Table 

3). However, at 6 µg/mL the IV value was -0.02, which means that the fluorescence intensity 

between treated cell and control cells was very similar.  

 

DNA fragmentation assay  

 

The results are depicted in Fig. 5. An increased DNA damage and fragmentation could 

be observed in cells treated with 2 xIC50 (lane 3) and 4 xIC50 (lane 4) or H2O2 (positive control 

of cell death) (lane 5). No DNA damage was observed at the lowest concentrations of drug 

(lane 2) and in control (lane 1).  
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Fig. 5 Electrophoresis of total DNA from epimastigotes, untreated (lane 1), treated with 6 µg/ 

mL (lane 2), 12 µg/ mL (lane 3) and 24 µg/ mL (lane 4) by 72h. 4h 4mM H2O2 (lane 5). Low 

DNA Mass Ladder (lane 6). 
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DISCUSSION 

 

The problematic of Chagas disease, caused by the protozoa Trypanosoma cruzi, 

remains a serious health concern due to inexistence of effective vaccines or treatment. Efforts 

to control this endemic illness are still based on therapeutic drugs which have serious side 

effects, high cost and low efficacy at the chronic phase of disease. In addition there is an 

increasing drug resistance and the cost of treatment is very expensive for most of people 

affected (WHO, 2010). Thus the search for new anti-parasitic agents for Chagas disease that 

have low toxicity for patients and low cost is still need (Soeiro; Castro, 2011). 

Morita–Baylis–Hillman (MBH) reaction is an atom-efficient condensation 

methodology that provides easy access to highly functionalized carbonyl derivatives with low 

cost (Basavaiah et al., 2012). MBH adducts are extensively used in synthesis as versatile 

starting material for many natural products and drugs. Previous work carried out by our group 

showed that at low concentrations, compound 3-Hydroxy-2-methylene-3-(4-

nitrophenylpropanenitrile), derived from Morita-Baylis-Hillman reaction effectively inhibited 

epimastigote growth and led to a decrease in trypomastigotes viability. Ultrastructural 

analysis of treated-cells showed morphological characteristic of programmed cell death. 

However, the mechanism of cell death elicited by MBHA 3 treatment remain unknown 

(Sandes et al., 2010). 

  In this work we examined the effects of MBHA 3 on epimastigote form of T. cruzi, by 

using fluorescent marker of PCD in attempt to better characterize the morphophysiological 

changes and the mechanism of cell death induced by MBHA 3. Although there is a number of 

experimental evidences that the mechanism of cell death found in multicellular organisms is 

also present in unicellular organisms including trypanosomatids, evaluation of cell death in 

these parasites is still a complex work. For example, genes encoding caspases, death 

receptors, which are involved in cell death by apoptosis are absent in trypanosomatids (Lüder 
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et al., 2010). Thus, most of studies carried out on cell death in these parasites are still based 

on morphological parameters, mainly by transmission and scanning electron microscopy. 

Although these techniques can provide valuable clues of PCD in these parasites the possibility 

to follow this process by direct imaging of live cells is important to better understand the 

entire process in addition to strictly morphological study (Gatti et al., 1998). 

Evaluation of apoptosis and necrosis by both fluorescence microscopy and flow 

cytometry is usually accomplished by combined use of annexin V-FITC, which access 

phosphatidylserine exposed on the external membrane at the beginning of this process and 

propidium iodide which allows to verify nuclear alterations in the late stages of apoptosis, as a 

consequence of the increase in membrane permeability (Kroemer et al., 2009). Our results 

showed that incubation of cells with MBHA 3 at concentration corresponding to once and 

twice the IC50 value do not yield significant loss in cell viability, although some 

morphological changes could be already identified. These results were confirmed by other 

parameters analyzed suggesting that at least at concentration corresponding to IC50, MBHA 3 

have a more cytostatic than cytotoxic effects. An interesting feature of treated cells was the 

high percentage of cells presenting AV+/PI+ phenotype in cells treated with 4 x IC50. The 

apparent contradictory nature of this phenotype could be explained by the binding of annexin 

to internal phosphatidylserine residues after the membrane integrity have been lost. It is 

usually assumed that cells which are negative for Annexin and PI (AV-/PI-) correspond to 

viable cells. However, this statement should be considered carefully. It is possible that other 

cell death mechanism rather than apoptosis or necrosis is operating in AV-/PI- cells. We 

further use Calcein AM/EH viability test to check whether AV-/PI- indeed correspond to live 

cells. By this technique we found that the viability was considerably lower than those found 

by Annexin V-Propidium iodide assay. The differences found between these methodologies 

were more pronounced at 4 x IC50 concentration. Although both probes allowed the detection 
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of apoptotic and necrotic cells, annexin might be less effective than calcein for discriminate 

viable from unviable cells. Thus, the use of annexin V/iodide propidium alone could lead to 

overestimate the live cells in culture (Worthen et al., 2010).  

Acridin orange is a nucleic acid selective fluorescent dye useful for cell cycle 

determination by combining with DNA emitting a green fluorescence. It also enters acidic 

vesicular organelles (AVOs), such as lysosomes becoming protonated and trapped in these 

compartments (Nishikawa et al., 2010). In low pH environment this dye emits red florescence. 

Thus, acridine orange has been used, among other applications, to monitor major 

morphological changes induced by different stimuli, as drug treatment (Monte-Neto et al., 

2011). Herein, we have found an increased red fluorescence intensity in cell treated at low 

concentrations. In this condition, approximately 83% of cells were viable as showed by 

cytometry. The increasing number of acidic compartments observed in IC50-treated cells can 

be due to an autophagic process in these cells. On the other hand, the diffuse red labeling 

observed throughout the cytoplasm in cells treated with 2x IC50 can be due to a deterioration 

of lysosomal membranes and acidification of cytoplasm leading to loss of cell viability as 

demonstrated by annexin and Calcein labeling. The considerable decrease in green 

fluorescence found in 4x IC50 can be due to the damage or conformational alteration in 

nucleic acids, impairing AO-DNA intercalation. Consistently, DNA fragmentation assay 

showed that MBHA-3 induced a nonspecific DNA degradation at higher concentrations, 

resulting in a ‘smear’ of randomly degraded DNA, an exclusively feature of necrosis 

(Galluzzi et al., 2009).  

The mechanism of action by which MBHA 3 induces cell death is still unsolved but 

previous molecular docking analyses have pointed MBHA 3 as a putative inhibitor of parasite 

Farnesyl Pyrophosphate Synthase. Furthermore, it has been proposed that the nitro groups 

presented in MBHA 3 might undergo reduction leading to oxidation of cellular constituents as 
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nucleic acid and mitochondrion, which is highly dependent on oxi-reduction reactions 

(Sandes et al., 2010; Tonin et al., 2009, Souza et al, 2007). To test this hypothesis and 

investigate whether MBHA 3- induced apoptosis and necrosis of T. cruzi was related to 

alterations in parasite mitochondrion we used rhodamine 123 to detect changes in ψm. It 

has been shown that mitochondrion plays a pivotal role in cell live and death decisions (Lee; 

Thévenod, 2006). In normal cells the electrochemical gradient is maintained by active 

pumping of H+ during the transference of electron throughout the respiratory chain. In this 

sense, the transmembrane potential maintains the integrity and function of mitochondria. 

Perturbations in this potential could lead to decrease of ATP production, reduction of 

translation and transcription of mitochondrial genes, which ultimately result in apoptosis 

and/or necrosis (Shang et al., 2009). The negative IV values found in treated cells indicated a 

considerable loss of the membrane potential of mitochondria even at lower concentrations. 

This result showed that alteration in mitochondria potential induced by MBHA 3 treatment 

preceded the apoptosis and necrosis of T. cruzi. As mentioned before the nitro groups of 

MBHA 3 molecules can induce the production of free radicals and active oxygen species, 

thereby resulting in the decrease of mitochondrial potential and cell death by apoptosis and 

necrosis.   

In conclusion our finds suggested that MBHA 3, at higher concentration, induces 

Trypanosoma cruzi cell death by necrosis in mitochondrion-dependent manner.  
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6 DISCUSSÃO 

 

Na prospecção de compostos com atividade tripanocida, nossos estudos apontaram o 

composto MBHA 3 como altamente promissor contra Trypanosoma cruzi (SANDES et al., 

2010). Além de atuar em concentrações na faixa de µM, este composto apresenta várias 

vantagens, como a sua fácil síntese e baixo custo associado a sua produção (BASAVAIAH et 

al., 2012). Estes últimos fatores são importantes, uma vez que a doença de Chagas é uma 

doença que atinge as populações mais desfavorecidas economicamente, sendo considerada 

pela ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE (2010) como uma doença altamente 

negligenciada.  

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com o aduto MBHA 3 inibiu 

fortemente o crescimento de formas epimastigotas e levou a perda de viabilidade em formas 

tripomastigotas de T. cruzi. O sucesso in vitro de compostos derivados desta reação química 

contra o tripanosomatídeo Leishmania amazonensis foi demonstrado por Silva e 

colaboradores (2011). Estes autores analisaram a atividade biológica de dezesseis novos 

congêneres de adutos e analisaram a toxidade destes compostos frente a macrófagos murinos. 

Os compostos 2-[Hidroxi(2-nitrofenil)propil] propanoato e 2-[Hidroxi(2-

nitrophenil)hidroxietil] propanoato foram os mais efetivos contra formas promastigotas. Estes 

resultados comprovam que adutos de Baylis-Hillman , tais como o MBHA 3, além de 

possuírem atividade contra tripanosomatídeos parasitas também são estruturas bastante 

versáteis permitindo manipulações químicas que podem aumentar a atividade anti-parasitária 

e/ou diminuir a toxidade para as células do hospedeiro (SILVA et al., 2011).  

 Para identificar possíveis alvos intracelulares da droga, um estudo através de 

microscopia eletrônica de transmissão foi realizado. Nossos resultados demonstraram que os 

parasitas tratados apresentaram drásticas alterações morfológicas, principalmente no núcleo 

celular, o qual apresentou retração da membrana e a presença de grande espaço 

elétronluscente entre os dois folhetos, apontando esta estrutura como principal alvo 

intracelular da droga. Alterações sugestivas de perda de viabilidade compatíveis com 

fenótipos de morte celular tais como: condensação da cromatina, perfis de retículo 

endoplasmático envolvendo organelas e ruptura da membrana plasmática, as quais são as 

principais características morfológicas de morte celular por apoptose, autofagia e necrose 

respectivamente, foram observados na maioria dos parasitas tratados (SANDES et al., 2010). 

Além das alterações relatadas, formas tripomastigotas apresentaram comprometimento 
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mitocondrial sugerindo que o metabolismo desta organela é afetado pelo tratamento com a 

droga. O comprometimento adicional das mitocôndrias pode explicar o fato destas formas 

terem sido as mais susceptíveis à ação da droga do que as formas epimastigotas. Isso é 

bastante interessante sob o ponto de vista da patologia da doença, uma vez que os 

tripomastigotas são as formas infectivas presentes no hospedeiro vertebrado. No entanto, a 

resposta da forma amastigota intracelular frente a este composto ainda precisa ser avaliada. 

 A microscopia eletrônica tem sido um instrumento importante para elucidação dos 

mecanismos de ação de drogas contribuindo para o planejamento racional no 

desenvolvimento de novos fármacos contra as mais diferentes doenças (MENNA-BARRETO 

et al., 2009). No entanto, esta técnica requer a fixação dos espécimes e tratamento químico 

durante o preparo de amostras. Por essa razão a microscopia eletrônica pode apenas oferecer 

informações pontuais sobre fenômenos biológicos complexos como a MCP induzida por 

drogas. Além do mais, vários estudos têm demonstrado que as vias de morte celular se 

interconectam. Por exemplo, o stress nutricional pode levar as células à um processo de 

autofagia, caracterizado pela degradação e reciclagem de constituintes celulares, onde parte 

do citoplasma ou organelas inteiras são capturadas em vesículas de membrana dupla, 

denominadas autofagosomos, as quais se fundem com lisosomos permitindo a degradação das 

estruturas (ALVAREZ et al., 2007). Embora a autofagia possa servir como um mecanismo 

protetor contra agressões externas, pela reciclagem de macromoléculas e remoção de 

organelas não funcionais, uma resposta autofágica exacerbada pode resultar em morte celular 

por apoptose ou necrose (ZONG; THOMPSON, 2006). Tendo em vista que os processos que 

levam à morte celular são altamente dinâmicos com vários pontos de interconexão das suas 

principais vias, muitas vezes a avaliação deste processo por parâmetros meramente 

morfológicos podem gerar interpretações equivocadas, principalmente em células unicelulares 

como o T. cruzi, onde a presença destes eventos parece ser controversa sob o ponto de vista 

evolutivo (LÜDER et al., 2010).  

 O surgimento de instrumentos tais como a microscopia confocal a laser e a citometria 

de fluxo, aliados ao desenvolvimento de sondas fluorescentes, tem permitido acompanhar em 

tempo real fenômenos biológicos complexos, tais como morte celular, embriogênese e ciclo 

celular, com uma especificidade de marcação e qualidade de imagem que ultrapassam o limite 

de resolução dos microscópios ópticos convencionais (PADDOCK, 2000). A visualização 

direta pode ser crucial em culturas de células heterogêneas, onde apenas uma parte das células 

entra em apoptose ou quando é importante seguir no tempo processos que são variáveis, 

dependendo do tipo de célula e do estímulo empregado (GATTI et al., 1998). A importância 
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da análise baseada em múltiplos parâmetros deve ser reforçada nos estudos envolvendo a 

morte celular programada (KROEMER et al., 2009). Dessa forma, através de diferentes 

sondas específicas nós aprofundamos nossos estudos sobre os mecanismos de morte celular 

que possam explicar as alterações sofridas pelas células tratadas com o composto MBHA 3. 

Certamente, o conhecimento sobre este processo em protozoários parasitas não são apenas de 

importante interesse científico, mas podem abrir um campo amplo de investigação no 

desenvolvimento de novas terapias anti-parasitárias (LÜDER et al., 2010). 

 Inicialmente, utilizamos dois marcadores fluorescentes, a anexina conjugada a 

fluoresceína (FITC), a qual ao se ligar à fosfatidilserina translocada para a superfície celular 

permite a identificação das células apoptóticas, e o iodeto de propídio, um marcador nuclear 

cuja entrada na célula é dependente da perda da integridade da membrana, detectando assim 

células em processo de morte por apoptose tardia ou necrose (GATTI et al., 1998). Como 

esperado, células não tratadas apresentaram-se negativas para ambos os marcadores, como 

demonstrado por microscopia confocal e por citometria de fluxo. O uso destes marcadores 

mostrou que as células tratadas com 1x IC50 e 2x IC50 apresentaram comportamento 

semelhante ao do controle, com a maior parte das células apresentando fenótipos AV-/PI-. 

Apesar de muitos autores considerarem que as células duplamente negativas para AV e PI 

correspondem a células viáveis, nós não excluímos a possibilidade de que outros tipos de 

morte celular que não a apoptose e necrose possam estar atuando diminuindo a viabilidade 

celular e, por conseguinte, inibindo o crescimento das formas epimastigotas como observado 

nos testes biológicos. Por outro lado, é ainda possível que em baixas concentrações a inibição 

do crescimento destas formas se deva a um efeito citostático da droga.  

 Por outro lado, o tratamento com MBHA 3 na concentração de 4 x IC50, tornou 

possível uma análise mais detalhada da morte celular induzida por este composto, permitindo 

a identificação de duas subpopulações distintas de parasitas. Uma pequena porcentagem das 

células (cerca de 9% após 72 h de tratamento) apresentou marcação para anexina, mas foram 

negativas para PI (AV+/PI-) caracterizando células em processo de apoptose (SOUZA et al., 

2010). Outra subpopulação apresentou tanto dupla marcação para os dois marcadores 

(AV+/PI+) como só para PI (AV-/PI+) sendo caracterizada como células necróticas. Estes 

resultados apontam para uma heterogeneidade na susceptibilidade dos parasitas e pode 

explicar em parte os diferentes fenótipos observados através da análise ultraestrutural. A 

existência de células duplo marcadas, apesar de aparentemente conflitante, tem sido 

comumente observada em outros estudos (FERNÁNDEZ-PRESAS et al., 2010; KRYSKO et 

al., 2008). Uma explicação para isso é o fato de que devido à perda da integridade da 
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membrana a anexina pode ter acesso à fosfatidilserina presente no folheto interno da 

membrana. Além do mais, alguns estudos consideraram que as células positivas apenas para o 

IP estariam sofrendo um tipo mais drástico de morte celular por necrose, caracterizada por um 

dano excessivo à membrana, perda de citoplasma e fragmentação do DNA (JAMISON et al., 

2002; MENNA-BARRETO et al., 2009). De fato, as células tratadas com 4x IC50 mostraram 

intensa fragmentação do DNA através do ensaio de eletroforese com gel de agarose. Este 

efeito pode ser justificado em parte pela composição química do composto, visto que a 

produção excessiva de radicais livres pode causar um estresse oxidativo nas organelas 

intracelulares, inclusive no núcleo, e afetar seu DNA através de clivagem das fitas de DNA, 

“ligação cruzada” de proteínas e oxidação das purinas, levando, finalmente, ao processo de 

necrose (ZONG; THOMPSON, 2006). 

 Tendo em vista que a presença do fenótipo AV-/ PI- levanta dúvidas sobre a 

viabilidade celular, nós utilizamos a Calceína-AM associada com EH na tentativa de 

esclarecer se de fato células AV-/ IP- são células viáveis. A marcação das células tratadas 

com estes marcadores mostrou que a viabilidade celular, evidenciada pela ação de enzimas 

esterases sobre a calceína gerando um análogo fluorescente, foi inferior a observada com a 

anexina-IP. Estes resultados comprovam a hipótese de que o fenótipo AV-/IP- não 

necessariamente indica que as células estão vivas, mas apenas que elas não estão sofrendo 

apoptose e permanecem com suas membranas íntegras (PALMA et al., 2008). Estudos 

utilizando a calceína como sonda mostrou que este último marcador foi mais eficiente do que 

a anexina nos estudos de apoptose em linhagem de células de mamífero (GATTI, 1998). 

Nossos estudos parecem também apontar nesta direção. No entanto, a utilização da anexina 

foi essencial para distinção da apoptose e ainda permitiu identificar diferenças de 

susceptibilidade do parasita a droga.  

 O uso da laranja de acridina (LA) permitiu monitorar as alterações induzidas pelo 

MBHA 3 nas organelas vesiculares ácidas, visto que a LA tende a se acumular no interior 

destas organelas e emitir fluorescência vermelha devido ao baixo pH do ambiente (MONTE-

NETO et al., 2011). Nas células tratadas com as concentrações mais baixas, nós observamos 

um aumento gradual no número de compartimentos ácidos marcados com LA, em 

comparação com as células controles. Como nestas concentrações não foram observadas 

alterações marcantes na maioria das células submetidas à marcação com a anexina ou 

calceína, este resultado sugere que as células podem estar sofrendo um processo de 

autodegradação, através da autofagia, como uma forma de se proteger dos danos causados 

pela droga nestas concentrações (ZANDBERGEN et al., 2010). Por outro lado, a diminuição 
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na intensidade de fluorescência da LA encontrada nas células tratadas com 4x IC50 pode ser 

resultado da perda de integridade não só da membrana plasmática, mas também de 

membranas de lisossomos, acidocalcisomas, entre outros, levando a um vazamento 

intracelular de proteases ou de um influxo de Ca
2 +

, resultando em morte celular por necrose 

(ZONG; THOMPSON, 2006).  

 A marcação com a Rhodamina 123 demonstrou o comprometimento da mitocôndria, 

organela fundamental para a sobrevivência da célula (SHANG et al., 2009). O tratamento com 

o MBHA 3 induziu uma redução gradual na intensidade de fluorescência das células, 

indicando que a função e a integridade da membrana mitocondrial foram afetadas. Esse 

resultado está de acordo com as alterações encontradas nesta organela através da microscopia 

de transmissão, como inchaço e rompimento das fibras do cinetoplasto, e sugere que o 

composto em dose elevada pode danificar o metabolismo de energia do parasita. Foi 

demonstrado que a perda de potencial de membrana está geralmente associada à depleção de 

energia celular, danos à membrana lipídica e/ ou perda de função de bombas/ canais de íons 

homeostáticos. Estes defeitos podem causar sinergia na indução de morte celular necrótica por 

perturbar a homeostase intracelular de íons, resultando em disfunção mitocondrial e produção 

de ATP diminuída (ZONG; THOMPSON, 2006). Estudos tem demonstrado que a presença de 

radicais nitro na molécula de MBHA 3 podem, ao serem reduzidas, levar à oxidação de 

componentes celulares tais como ácidos nucleicos e mitocôndria, esta última é altamente 

dependente das reações de oxi-redução (SANDES et al., 2010). É importante ter em mente, 

entretanto, que as alterações mitocondriais podem ter origem em um efeito primário direto 

sobre esta organela ou por lesões secundárias causadas por perda de viabilidade celular 

desencadeada por um outro componente da célula ou via metabólica (SOEIRO; CASTRO, 

2011). Consistentemente, a análise do docking molecular apontou o potencial do composto 

em inibir a enzima TcFPPS, essencial para a síntese de esteróis do parasita, e que também 

poderia ser o ponto de partida para o mecanismo de morte celular, seja por autofagia, 

apoptose ou necrose (SANDES et al., 2010).  

 A importância de estudar o tipo de MCP induzida pelo MBHA 3 no T. cruzi, como 

visto previamente, relaciona-se com a maneira pela qual o hospedeiro irá responder diante da 

morte celular do parasita e como isso pode afetá-lo de forma local ou sistêmica. Por exemplo, 

a presença de parasitas em apoptose pode atenuar a resposta imune do hospedeiro, já que foi 

mencionado na literatura que macrófagos que fagocitam células apoptóticas secretam 

citocinas anti-inflamatórias, como interleucina 10 (IL-10) e fator de crescimento-β (TGF- β), 

suprimindo uma resposta contra os parasitas. Por outro lado, as células do parasita que 
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entrarem em necrose podem provocar uma forte resposta imunológica no hospedeiro, visto 

que o material necrótico induz a secreção de citocinas pró-inflamatórias pelos fagócitos, tais 

como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e interferon-gama (IFN-γ) (BRUCHHAUS et al., 

2007).  

Uma das principais questões que surgem a partir da identificação das vias de MCP em 

protozoários parasitas é como podemos aproveitar esses processos para combater alguns dos 

agentes infecciosos de grande importância para a saúde pública de forma mais eficiente 

(LÜDER et al., 2010). Pesquisas demonstraram que os parasitas protozoários utilizam as vias 

de MCP para restringir o número de parasitas em um hospedeiro e habilitar a propagação de 

apenas aqueles que estão em condição ideal (BRUCHHAUS et al., 2007; ZANDBERGEN, 

2010). Apesar disso, a investigação sobre como esses parasitas morrem tem sido 

negligenciada, e os processos envolvidos após o tratamento com potenciais agentes 

quimioterápicos, ignorados (LÜDER et al., 2010). Dessa forma, estudos posteriores sobre os 

efeitos in vivo do composto MBHA 3 ainda são necessários para melhor caracterizar no 

hospedeiro a resposta elicitada pela morte do parasita causada por essa droga e ajudar no 

planejamento do esquema terapêutico de tratamento contra a doença de Chagas.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 O composto MBHA 3, obtido através da reação Morita-Bailys-Hillman, apresenta 

atividade tripanocida evidenciada pela forte inibição do crescimento de formas 

epimastigotas e promoção de lise de formas tripomastigotas, de maneira dose-

dependente.  

 

 O tratamento com o composto MBHA 3 induz alterações ultraestruturais severas 

compatíveis com variados fenótipos de morte celular, como demonstrado pela 

microscopia eletrônica de transmissão.  

 

 Os dados obtidos pela marcação com Anexina/ IP e CA/ HE mostraram uma 

heterogeneidade na susceptibilidade dos parasitas. No entanto, o tratamento com o 

composto em alta concentração induz um processo de MCP por necrose na maioria 

dos parasitas.  

 

 Os valores positivos do IV da LA e no número de compartimentos ácidos marcados 

nos parasitas tratados com baixas concentrações do composto, sugerem que um 

processo de MCP por autofagia possa estar acontecendo nessas células, no intuito de 

se proteger dos danos causados pela droga. 

 

 A marcação com a Rodamina 123 detectou o comprometimento das mitocôndrias, que 

poderia ser resultado de estresse oxidativo causado pelos radicais nitro presentes na 

estrutura do MBHA 3. 
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