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RESUMO 

 

 

AZEVEDO, Bruno Fonseca de. Ação da pterocarpanoquinona LQB-118 sobre o 

metabolismo mitocondrial do Trypanosoma cruzi. 2023. 86 f. Tese  (Doutorado em 

Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2023. 

 

O protoozário intracelular Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da doença de 

Chagas, uma das doenças tropicais negligenciadas endêmica em paises da América Latina.  

Entre os países afetados, o Brasil apresenta o maior número de casos com estimativa de 1,9 a 

4,6 milhões de pessoas infectadas. A doença de Chagas causa um importante impacto 

socioeconônomico e o seu tratamento é limitado ao uso de dois fármacos, o benznidazol e o 

nifurtimox, que são tóxicos  e com eficácia insatisfatória na fase crônica da infecção. 

Portanto, a pesquisa de novas alternativas de tratamento se torna necessária. A  

pterocarpanoquinona sintética LQB-118 apresenta atividade antitumoral e antiparasitária. Em 

Leishmania sp a molécula apresentou como alvo a mitocôndria do parasito. Mostramos 

previamente que a LQB-118 também inibe a multiplicação in vitro do T. cruzi (epimastigotas 

e amastigotas). O objetivo do presente trabalho foi estudar in vitro o modo de ação da LQB-

118 sobre o T. cruzi, tendo como alvo a mitocôndria do parasito. Para avaliar o impacto na 

produção de ROS, consumo de O2 mitocondrial e ATP intracelular,  formas epimastigotas 

foram incubados com 2,5 (IC50) e 25 µM LQB-118 por 24 e 48 horas. A LQB-118 induziu a 

formação de H2O2 mitocondrial no parasito e aumentou o consumo de O2 nos diferentes 

estados respiratórios a 2,5 µM, havendo diminuição no consumo a 25 µM. Entretanto, não foi 

observada alteração na concentração de ATP intracelular no parasito. Houve também aumento 

no consumo de O2 não mitocondrial nos dois tempos de tratamento. Para avaliar o efeito da 

LQB-118 no processo de diferenciação em tripomastigotas metacíclicos, epimastigotas foram 

tratados sob indução da metaciclogênese in vitro. Após 96 horas houve diminuição do número 

de tripomastigotas metacíclicos. Além disso, o tratamento de tripomastigotas metacíclicos 

com a LQB-118 reduziu a capacidade de infecção de macrófagos. Corroborando com esses 

dados, a análise ultraestrutural por microscopia eletrônica de transmissão e varredura de 

epimastigotas mostrou que o tratamento com a LQB-118 provoca danos importantes ao 

parasito sobretudo na mitocondria, promovendo seu inchaço e desorganização, além de outras 

alterações celulares como a presença de vacúolos autofágicos, condensação da cromatina 

nuclear, encolhimento celular e perda da integridade de membrana. Em conjunto, esses 

resultados mostram que, assim como observado em Leishmania sp, a mitocôndria é um alvo 

da LQB-118 na sua ação antiparasitária contra o T. cruzi. A LQB-118 reage com o oxigênio 

molecular induzindo a formação de espécies reativas de oxigênio na mitocôndria que causam 

alterações bioquímicas e morfológicas sobre o T. cruzi. 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; tratamento; mitocôndria; pterocarpanoquinona; estresse 

oxidativo. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

AZEVEDO, Bruno Fonseca de. Action of  pterocarpanquinone LQB-118 on 

mitochondrial metabolism of Trypanosoma cruzi. 2023. 86 f. Tese  (Doutorado em 

Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2023. 

 

 

The hemoflagellate protozoa Trypanosoma cruzi is the etiologic agente of Chagas 

disease, one of neglected tropical disease endemic in Latin America. Among affected 

countries, Brazil presents the highest number of cases with na estimated 1,9 to 4,6 millions of 

people infected. Chagas disease causes an high socioeconomic impact  and the treatment is 

still restricted to two drugs, benznidazole and nifurtimox which presenting several side effects 

and unsatisfactory efficacy in the chronic phase of disease. Therefore, the search for new 

treatment alternatives is necessary. The synthetic pterocarpanquinone LQB-118 presents 

antitumor and antiparasitic activity. In Leishmania sp the molecule presents as its target the  

parasite mitochondria. Our group previously showed that LQB-118 also inhibits replication in 

vitro of T. cruzi (epimastigotes e amastigotes). The objective of this study was to investigate 

in vitro the mode of action of LQB-118 on T. cruzi, targeting the  parasite mitochondria. To 

investigate the impact on ROS production, mitochondrial oxygen consumption and ATP 

levels, epimastigotes were incubated with  2,5 (IC50) and 25 µM LQB-118 for 24 and 48 

hours. LQB-118 induced a H2O2 mitochondrial production on parasite and increased the  O2 

consumption in the mitochondrial respiration states with 2,5 µM, while with 25 µM 

consumption was the lowest. Meanwhile, it wasn´t seen changes on ATP levels in the 

parasite. LQB-118 also  increased non-mitochondrial O2 consumption in both treatment times. 

To evaluate the effect of LQB-118 on T. cruzi metacyclogenesis, epimastigotes was treated 

under metacyclogenesis induction in vitro. After 96 hours the quantity of metacyclic 

tripomastigotes decreased. In addition, treatment of metacyclic tripomastigotes with LQB-118 

reduced the infectivity in peritoneal macrophages. Corroborating these results, ultrastructural 

analysis by transmission electron microscopy and scanning electron microscopy of 

epimastigotes showed that the treatment with LQB-118 induced changes on the parasite, 

especially in the mitochondria, exhibiting swelling and desorganization, in addition to other 

cellular changes as a presence of autophagic vacuoles, condensation of nuclear chromatin, 

shrinkage and loss of membrane integrity. Together, these results show that, as seen in 

Leishmania sp, mitochondria is the target of LQB-118 in its antiparasitic action against T. 

cruzi. LQB-118 reacts with molecular oxygen inducing generation of reactive oxygen species 

on mitochondria that lead to biochemical and morphological changes on T. cruzi. 

 

  

Keywords:  Trypanosoma cruzi; treatment; mitochondria, pterocarpanquinone; oxidative 

stress. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Aspectos gerais e histórico 

 

 

A doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana, uma enfermidade endêmica na 

América Latina, é causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi,  sendo considerada 

um grande problema de saúde pública e social (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; 

GUARNER, 2019). Na América Latina, estima-se que 6 a 7 milhões de pessoas estejam 

infectadas com 29 a 30 mil novos casos anuais e 70 milhões de pessoas vivem em condições 

que colocam-nas no risco de contrair a doença. Estimativas apontam que a doença causa 

12.000 mortes por ano. (WHO, 2022). 

A doença de Chagas é considerada uma doença negligenciada afetando populações 

que vivem em áreas rurais e periurbanas em condições sócio-econômicas vulneráveis 

(MAZZETI et al, 2021). Os fatores sócio-econômicos como a pobreza e a desnutrição, assim 

como a falta no acesso à educação e saúde influenciam diretamente na progressão da doença 

que, especificamente na doença de Chagas, leva a um risco aumentado em evoluir para a fase 

crônica da doença. As manifestações crônicas da doença de Chagas tornam indivíduos 

economicamente ativos inabilitados levando à perda de produtividade com grande impacto na 

morbidade (VIOTTI et al, 2009; PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). 

A doença de Chagas e seu agente foram descobertos em 1909 quando Carlos Chagas 

detectou o parasito em uma criança chamada Berenice na cidade de Lassance, Minas Gerais. 

Ela teve febre, edema facial e síndrome de linfonodos esplênicos hepáticos.  Carlos Chagas 

coletou amostras de barbeiros e enviou para o Instituto Nacional de Soroterapia onde Oswaldo 

Cruz, inoculou em macacos. Depois de 30 dias quando Carlos Chagas examinou o sangue 

desses macacos e observou, o Trypanosoma cruzi foi detectado (CHAGAS, 1909; CHAO et 

al, 2020). Existem relatos de pesquisadores que a doença de Chagas já existia há 9000 anos 

atrás quando múmias exumadas de sítios arqueológicos no Peru e Chile foram estudadas e, 

através da técnica de PCR, foi confirmada a presença de DNA do cinetoplasto do T. cruzi 

(AUFDERHEIDE et al, 2004; CHAO et al, 2020). 
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O protozoário Trypanosoma cruzi 

 

 

O Trypanosoma cruzi pertence a ordem Kinetoplastida e a família Trypanosomatidae 

(REY, 2010; LÓPEZ-VÉLEZ et al, 2020). A Ordem Kinetoplastida contempla protozoários 

que possuem um ou dois flagelos que emergem da bolsa flagelar e uma única mitocôndria que 

contem o cinetoplasto,  uma estrutura contendo DNA extranuclear correspondendo ao genoma 

mitocondrial parasitário. A ordem Kinetoplastida é composta por duas famílias que são a 

Bodonidae e Trypanosomatidae (SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006; RASSI JR; RASSI; 

REZENDE, 2012). 

A família Trypanosomatidae, de grande interesse médico, apresenta parasitos de 

insetos, vegetais e de vertebrados possuindo o ciclo heteroxeno que envolve 2 ou mais 

hospedeiros ou monoxenos, parasitos com apenas 1 hospedeiro (SIMPSON; STEVENS; 

LUKES, 2006). Os flagelados dessa família podem se apresentar sob diversas formas 

evolutivas tais como amastigota, promastigota, coanomastigota, epimastigota, tripomastigota 

e opistomastigota, que se diferem, principalmente, de acordo com a localização do 

cinetoplasto em relação ao núcleo, a forma do corpo celular, a presença ou não de membrana 

ondulante e o tamanho do flagelo. Dentro dessa família estão os gêneros de importância 

médica Trypanosoma e Leishmania (REY,2010; RASSI JR; RASSI; REZENDE, 2012). 

O gênero Trypanosoma é dividido em dois grupos de acordo com o comportamento no 

hospedeiro invertebrado. O grupo Stercoraria possui tripanossomas que são liberados na 

porção posterior do tubo digestório do hospedeiro invertebrado, como o Trypanosoma cruzi. 

Já o grupo Salivaria é formado por aqueles que são inoculados através da porção anterior do 

vetor como o Trypanosoma brucei e o Trypanosoma rangeli (EL- BAHNASAWY et al, 

2014). 

O Trypanosoma cruzi é uma espécie heterogênea com grande diversidade genética. 

Pela sua diversidade, as cepas da espécie são classificadas em 6 discrete typing units (DTUs), 

que se diferem pela distribuição geográfica, infectividade e resposta a terapia (PÉREZ-

MOLINA; MOLINA, 2018; GUARNER, 2019). A TcI é dispersa através das Américas 

estando presente mais no ciclo silvestre. Nesse grupo temos as cepas CA-1, Colombiana, 

Dm28c e Sylviof X10 c11. (CURA et al, 2010). A TcII predomina nas regiões central e sul da 

América do Sul  e tem sido isolada nos ciclos de transmissão doméstico. As cepas Y, Peruana 

e Esmeraldo cl3 pertencem a esse grupo (CARRANZA et al, 2009). TcIII  e TcIV estão mais 

associadas ao ciclo silvestre, estando a TcIII presente nos nortes da Venezuela e Argentina e 
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tendo como principal reservatório tatus. Já a TcIV é encontrada nas Américas do Norte e Sul 

tendo como principais hospedeiros primatas selvagens e quatis na América do Sul e guaxinim 

na América do Norte. CM17, M5631 cl5 e M6241 cl6 pertecem ao grupo TcIII e CanIII c11 e 

Dog Theis pertencem ao TcIV (MONTEIRO et al, 2010; ENRIQUEZ et al, 2013). A TcV e 

TcVI estão mais presentes em países mais ao Sul da América do Sul, com reservatórios não 

completamente bem definidos. Do grupo TcV temos MN cl2, NR cl3 e SO3 cl5. Já do grupo 

TcVI tem-se a CL Brener, RA, Tulahuen e Tulahuen cl2 (ENRIQUEZ et al, 2013; 

MESSENGER et al, 2016). A TcI é reportada ser mais resistente ao tratamento com 

Benznidazol do que os parasitos das outras DTUs. Comparando a infectividade para 

mamíferos, cepas TcII são mais infectivas do que as TcI (ZINGALES et al, 2009; 

ZINGALES, 2018). 

 As principais formas evolutivas do T. cruzi são: epimastigota, tripomastigota e 

amastigota. A figura 1 mostra essas formas evolutivas e suas organelas. 

 

Figura 1 – Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   

A B C 

Legenda: (A) epimastigota  - cinetoplasto adjacente ao núcleo; (B) tripomastigota  - cinetoplasto 

posterior ao núcleo; (C) amastigota -  Forma intracelular.  

Fonte:  Adaptado de Teixeira et al, 2012. 
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No hospedeiro vertebrado encontram-se as formas evolutivas tripomastigota sanguínea 

e a amastigota (forma intracelular) e no hospedeiro invertebrado encontram-se as formas 

evolutivas epimastigota e tripomastigota metacíclico. A forma epimastigota  apresenta corpo 

alongado, cinetoplasto adjacente ao núcleo, o flagelo percorre externamente uma pequena 

extensão da célula, sendo aderido à membrana e esse flagelo torna-se livre depois de 

ultrapassar a extremidade anterior. É a forma encontrada no intestino do hospedeiro 

invertebrado, multiplicando-se  por divisão binária (Figura 1A) (DE SOUZA, 2002; REY, 

2010). 

A forma tripomastigota apresenta o corpo alongado e achatado, o cinetoplasto é 

arredondado e posterior ao núcleo sendo muitas vezes próximo da extremidade posterior. O 

flagelo percorre externamente toda a extensão da célula, aderido à membrana e tornando-se 

livre na extremidade anterior. Esse flagelo ao percorrer a extensão da célula dá origem à 

membrana ondulante. Estas formas não se dividem. Os tripomastigotas sanguíneos medem 

cerca de 20 µm de comprimento por 2 µm de largura, são ágeis e se encontram no sangue 

periférico dos mamíferos (DE SOUZA, 2002; REY, 2010). Entre os tripomastigotas 

sanguíneos existem as formas delgadas e as formas largas (Figura 2). As formas delgadas 

(Figura 2A) possuem um cinetoplasto um pouco afastado da extremidade posterior onde essa 

extremidade é longa e delgada e a movimentação dessa forma é rápida e direcional. Já nas 

formas largas (Figura 2B) o cinetoplasto fica muito próximo da extremidade posterior e a 

movimentação dessas formas é mais lenta e não direcional. As formas delgadas tendem 

rapidamente a desaparecer da circulação, ou por terem penetrado nas células do hospedeiro ou 

por terem sido destruídas pelo sistema imunológico do hospedeiro e parecem ser incapazes de 

evoluir no tubo digestivo dos insetos quando são ingeridos junto com o sangue. Já as formas 

largas pouco penetram nas células do hospedeiro mas persistem muito tempo no sangue já que 

são mais resistentes à lise pelo complemento e à fagocitose pelos macrófagos e  evoluem 

muito bem no tubo digestivo dos insetos (SCHLEMPER JR. et al, 1986). 
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Figura 2 - Formas dos tripomastigotas sanguíneos 

 

A 

 

B 

 

 

As formas tripomastigotas metacíclicas medem cerca de 17 µm, sendo finas e muito 

ativas. Essa forma está presente na porção final do intestino do hospedeiro invertebrado. 

Quando o inseto faz um novo repasto sanguíneo, essas formas são expulsas junto com as fezes 

do inseto e são as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado. Os tripomastigotas 

metacíclicos conseguem viver em temperaturas mais altas em torno de 37ºC, e assim 

conseguem dar continuidade ao seu ciclo biológico no hospedeiro vertebrado (Figura 1B) (DE 

SOUZA, 2002; REY, 2010). 

  A forma amastigota  possui pequenas dimensões com cerca de 4 µm, é arredondada, 

possui pouco citoplasma e núcleo grande, redondo e excêntrico. O cinetoplasto se situa perto 

do núcleo e o flagelo é muito curto situando-se dentro da bolsa flagelar. É a forma intracelular 

encontrada nos hospedeiros vertebrados e é capaz de se dividir dentro da célula hospedeira 

por divisão binária (Figura 1C) (DE SOUZA, 2002; REY, 2010).   

 Os aspectos da biologia celular do T. cruzi estão bem definidos através de análises 

ultraestruturais e as análises da ultraestrutura do parasito auxiliam em diversos estudos como 

a pesquisa do mecanismo de ação de moléculas sobre o parasito (DE SOUZA, 2002, 

MENNA-BARRETO et al, 2009).   

 

 

 

 

 Legenda: (A) Forma delgada; (B) Forma larga.  

Fonte: Adaptado de Schmatz; Boltz; Murray, 1983. 
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Ciclo biológico 

 

 

O ciclo biológico do T. cruzi (Figura 3) é heteroxênico, envolvendo hospedeiros 

vertebrados e o inseto vetor que são triatomíneos hematófagos. O ciclo se inicia quando um 

triatomíneo não infectado, ao fazer o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado 

infectado, ingere junto com o sangue as formas tripomastigotas sanguíneas. No  intestino 

médio do triatomíneo essas formas se transformam em epimastigotas e se multiplicam por 

divisão binária, colonizando o intestino do vetor. Na porção posterior e na ampola retal elas 

aderem ao epitélio intestinal, se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos infectantes não 

replicativos e se acumulam no intestino posterior e na ampola retal. Quando o triatomíneo 

fizer um novo repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado não infectado, esses 

tripomastigotas metacíclicos serão eliminados junto com as fezes e urina na pele ou mucosa 

do hospedeiro. Essas formas após liberadas na mucosa ou conjuntiva  do indivíduo podem 

penetrar ativamente pelas mesmas ou pode haver penetração ativa através de alguma injúria 

na pele. A própria picada do vetor pode ser local de entrada pois causa um prurido e o 

indivíduo, ao coçar, arrasta as fezes junto com os tripomastigotas liberados para o local da 

picada. A maioria das espécies de triatomíneos tem o hábito de fazer a hematofagia no 

período noturno. Depois de penetrar, os tripomastigotas metacíclicos podem ser fagocitados 

por macrófagos ou invadir diretamente células reticuloendoteliais e células conectivas. Dentro 

dessas células ficam temporariamente nos vacúolos parasitóforos, de onde escapam para o 

citoplasma, onde se diferenciam em amastigotas que se multiplicam por divisão binária. 

Quando a célula estiver repleta de amastigotas, essas se diferenciam novamente em 

tripomastigotas. Com a intensa movimentação dessas formas, a célula se rompe liberando os 

tripomastigotas  que podem cair na corrente sanguínea, sendo chamados tripomastigotas 

sanguíneos. Esses tripomastigotas liberados podem infectar células de tecidos adjacentes ou 

se espalhar pela corrente sanguínea ou pela via linfática para locais distantes, ampliando a 

infecção. Os tripomastigotas  podem infectar vários tipos celulares incluindo células 

musculares cardíacas, células musculares periféricas, células da musculatura lisa, células  

endoteliais, células da musculatura esquelética, células ganglionares, células do sistema 

nervoso central e periférico, do sistema reticoendotelial ou do tecido adiposo. Quando um 

triatomíneo não infectado fizer seu repasto sanguíneo, junto com o sangue ele ingere as 

formas tripomastigotas sanguíneas, que no instestino médio se transformam em epimastigotas 
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dando continuidade ao ciclo (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; LÓPEZ-VÉLEZ et al, 

2020). 

 

Figura 3 - Ciclo biológico do Trypanosoma cruzi 

 

 

 

 

Transmissão 

 

 

A principal via de transmissão do T. cruzi na região endêmica da América Latina é a 

vetorial (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). As principais espécies de triatomíneos que são 

Fonte:  Adaptado de Pérez-Molina; Molina, 2018. 
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vetores da doença incluem o Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, 

Panstrongylus megistus e Triatoma brasiliensis. Esses insetos tem o hábito de fazer a 

hematofagia no período noturno quando o indivíduo está domindo, defecando no local do 

repasto sanguíneo podendo ser pele, mucosa ou conjuntiva e junto com as excretas o parasito 

é liberado, penetrando ativamente no hospedeiro através desses locais ou através de injúrias 

na pele. Esses insetos podem transmitir o parasito para inúmeros animais como cachorros, 

gatos, roedores, porcos, gambás, guaxinin e tatus, além do homem (GUARNER, 2019; 

LÓPEZ-VÉLEZ et al, 2020). O contato desses vetores com o homem é mais comum em áreas 

rurais onde casas possuem telhados de palha e a pobreza é um fator determinante para a 

manutenção do ciclo pois facilita a colonização desses triatomíneos no ambiente domiciliar 

(PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Além do ambiente domiciliar, esses insetos podem 

ocupar o peridomicílio, o intradomicílio e o ambiente silvestre (LÓPEZ-VÉLEZ et al, 2020). 

No Brasil, entre 2015 e 2019, 30 % dos municípios brasileiros notificaram a presença 

de triatomíneos, com os estados de Ceará, Pernambuco, Piauí, Bahia e Tocantins possuindo o 

maior número de municípios de recorrência no aparecimento de triatomíneos (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2023). A vigilância entomológica tem sido uma estratégia adotada no país para 

eliminar focos de infestação de triatomíneos das residências, além das ações de educação em 

saúde e ambiental (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

Outros meios de transmissão são através da  doação de sangue, órgãos transplantados, 

infecção congênita, transmissão oral e acidentes laboratoriais (GUARNER, 2019; LÓPEZ-

VÉLEZ et al, 2020). Nos últimos anos, a migração de pessoas infectadas de áreas endêmicas 

para a Europa e EUA, além de outras áreas, levou ao aumento do número de casos da doença 

de Chagas nessas áreas não endêmicas através da doação de sangue e órgãos ou pela 

transmissão vertical (QUINTERO-PERTUZ et al, 2022). 

A transmissão oral está relacionada ao consumo de alimentos ou sucos como caldo de 

cana e açaí contendo fezes de triatomíneos e carnes cruas ou mal cozidas contendo 

tripomastigotas metacíclicos. A doença de Chagas, através da transmissão oral, tem sido 

declarada uma das mais importantes doenças de origem alimentar devido ao aumento de casos 

nos últimos anos, sendo de grande relevância no Brasil (VELÁSQUEZ-ORTIZ; RAMÍREZ, 

2020). No período de 2000 a 2010 foram notificados mais de 1000 casos agudos no Brasil em 

138 surtos nos quais 776 casos foram relacionados a epidemias de transmissão oral (DÍAZ; 

GONZÁLEZ, 2014). Em 2005, em Santa Catarina, houve um surto de doença de Chagas 

relacionado ao consumo de cana de açúcar onde no processamento da cana houve a 

contaminação com fezes de triatomíneos infectados ou a moagem da cana com triatomíneos 
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(STEINDEL et al, 2008). Em 2006, no Pará, houve um surto relacionado ao consumo de açaí. 

Também houveram pequenos surtos na Bahia, Ceará e Amazônia (DIAS et al, 2008; DE 

GÓES et al, 2009; SOUZA-LIMA et al, 2013). Ocorreram surtos também na Colômbia, em 

2008, relacionados ao consumo de suco de laranja contaminado, na Venezuela, em 2007,  

devido a ingestão de suco de goiaba contaminado e na Bolívia, em 2010, pelo consumo de 

frutos locais e vegetais que são consumidos sem cozimento (FILIGHEDDU et al, 2016). Em 

2015, no Rio Grande do Norte, houveram surtos relacionados à ingestão de caldo de cana 

contaminado por triatomíneos infectados (VARGAS et al, 2018). Em 2019, no estado de 

Pernambuco, o surto da doença foi resultado do consumo de bebida ou alimento contaminado 

em um evento religioso (GÓES, 2019; MONSALVE-LARA et al, 2021). Através da 

transmissão oral ocorre invasão e replicação do parasito na mucosa gástrica que a partir daí, 

se o individuo não for tratado, a infecção se dissemina para outros tecidos (FILIGHEDDU et 

al, 2016). 

 

 

Epidemiologia 

 

 

A doença de Chagas é endêmica na América Latina, distribuída amplamente desde o 

sul dos EUA até o sul da Argentina e Chile. A migração de indivíduos com a doença, muitas 

vezes assintomáticos, de áreas rurais para áreas urbanas, tem permitido que a doença se 

espalhe para esses locais e assim o ciclo urbano se mantém principalmente em áreas 

periféricas urbanas através da transmissão vetorial, além da transmissão congênita e doação 

de sangue (BOWMAN et al, 2008; PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). 

Do ponto de vista epidemiológico existem 3 ciclos de transmissão da doença de 

Chagas: (1º) O ciclo silvestre onde o parasito circula entre mamíferos e triatomíneos 

silvestres, (2º) o ciclo peridoméstico onde triatomíneos infectados do ambiente silvestre 

visitam o domicílio favorecidos muitas vezes pela proximidade do domicílio com o ambiente 

silvestre, transmitindo o Tyrpanosma cruzi ao homem e animais domésticos e o parasito, 

assim, circula entre os ambientes silvestre e doméstico e (3º) o ciclo doméstico em que 

triatomíneos que se domiciliaram colonizam e se multiplicam dentro de habitações precárias 

estando em contato direto com o homem e animais domésticos podendo lhes transmitir o 

parasito (REY, 2010; ZINGALES, 2018). 
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A prevalência de infecção pelo T. cruzi é mais alta em países como Bolivia, Argentina, 

Paraguai, Equador, El Salvador e Guatemala (Figura 4). Nos EUA, a transmissão tem se 

propagado em algumas áreas de alguns estados do sul do país, com poucos casos autóctones 

reportados. Devido a programas de controle vetorial e testagem compulsória de bancos de 

sangue, a prevalência da doença diminuiu e a transmissão vetorial foi interrompida no 

Uruguai em 1997, no Chile em 1999 e na maior parte do Brasil em 2000. Apesar disso, a 

transmissão oral fez com que a frequência de casos aumentasse em regiões como a Bacia 

Amazônica (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). 

 

Figura 4 - Distribuição geográfica de casos da Doença de Chagas pelo mundo 

 

 

 

Patogenia 

 

 

A patogenia da doença de Chagas consiste, inicialmente, em uma fase aguda que pode 

ser assintomática ou cursar com sintomas brandos e não específicos como febre, mal-estar, 

aumento do fígado, baço e linfonodos, calafrios, anemia, miocardite, encefalite e 

.Fonte: Adaptado de López-Vélez et al, 2020. 
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meningoencefalite. Na transmissão vetorial, ocorre um processo inflamatório no local da 

entrada do parasito. Quando a penetração ocorre pela pele leva a formação do chagoma de 

inoculação (Figura 5B) e quando se dá pela conjuntiva, leva a um inchaço bipalpebral, 

conhecido como sinal de Romaña (Figura 5A). Os indivíduos que são infectados pela via oral 

podem apresentar sintomas como náusea, vômito, diarreia, icterícia, dor abdominal e 

hemorragia gastrointestinal (GUARNER, 2019). Durante a fase aguda, a parasitemia é alta e 

tripomastigotas podem ser vistos em esfregaços de sangue fresco. Já a sorologia costuma ser 

negativa nesta fase. O parasito pode infectar qualquer célula nucleada incluindo miócitos, 

células endoteliais, neurônios, fibroblastos e adipócitos. Nessas células ocorre a replicação do 

parasito, com acúmulo das formas amastigotas intracelulares e infiltração de células 

mononucleadas como macrófagos, linfócitos, eosinófilos e mastócitos (BONNEY et al, 2018; 

GUARNER, 2019). 

 

 

Figura 5 - Figura ilustrativa dos sinais de porta de entrada do parasito na fase aguda da doença 

de Chagas 

A 

 

B 

 

 

Após 4-8 semanas a parasitemia diminui, os sinais e sintomas desaparecem e caso os 

indivíduos não sejam tratados eles entram na forma indeterminada da fase crônica que cursa 

com sorologia positiva, ausência de manifestações clínicas, eletrocardiograma e radiografia de 

tórax normais, além de desenvolver uma resposta imunológica específica. (PÉREZ-MOLINA; 

Legenda: (A) Quando a penetração é através da conjuntiva, leva ao aparecimento do sinal de 

Romaña. Fonte: REY, 2010. (B) Quando a penetração é através da pele, leva ao 

aparecimento do chagoma de inoculação.  

Fonte: KINOSHITA-YANAGA et al, 2009. 
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MOLINA, 2018).  Geralmente após 10-30 anos, cerca de 20 – 30 % dos indivíduos que estão 

na forma indeterminada da fase crônica podem evoluir para a forma crônica sintomática 

cardíaca, digestiva ou cardiodigestiva. Muitos pacientes imunossuprimidos geralmente se 

tornam sintomáticos (BONNEY et al, 2018; GUARNER, 2019). 

Na forma crônica cardíaca, a cardiomiopatia é uma importante manifestação clínica 

por conta da frequência que ela se desenvolve, sua severidade, morbidade e mortalidade. 

Ocorre disfunção sistólica do ventrículo esquerdo, endocardite, arritmias, edema, eventos 

tromboembólicos, falha cardíaca terminal, fibrose intersticial e destruição de miócitos 

(BONNEY et al, 2018). O coração, então, fica hipertrofiado com alteração na forma e 

tamanho devido a intensa resposta inflamatória levando a cardiomegalia (Figura 6). Ocorre 

também  um afinamento da parede ventricular que se projeta na forma de um aneurisma 

apical. A insuficiência cardíaca congestiva ocorre devido a diminuição da massa muscular que 

se encontra destruída devido à substituição por áreas de fibrose, à destruição do sistema 

nervoso simpático e parassimpático e o exsudato inflamatório (BONNEY et al, 2018; 

GUARNER, 2019). 

 

Figura 6 - Figura ilustrativa destacando algumas características da cardiomiopatia chagásica 

 

Legenda: (A, B) A cardiomegalia pode ser observada devido a intensa resposta inflamatória levando a 

hipertrofia do coração. (C) O afinamento da parede ventricular se projeta na forma de um aneurisma 

apical. (D) Um trombo endocárdico apical é visível na cavidade do aneurisma.  

Fonte: Adaptado de Bonney et al, 2018. 
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Apesar dos parasitos serem raramente observados na análise por microscopia 

convencional  de amostras de biópsia cardíaca nessa fase, é a sua presença persistente que 

parece ser fundamental em manter a miocardite crônica na doença de Chagas  (BONNEY et 

al, 2018; GUARNER, 2019). 

A forma digestiva é caracterizada por alterações morfológicas e funcionais no tubo 

gastrointestinal como a perda do peristaltismo por conta da destruição dos gânglios 

autônomos caracterizando o megaesôfago e o megacólon (Figura 7). Quando o esôfago é 

acometido tem como sintomas a dificuldade de deglutição, dor, vômitos, disfagia, soluço, 

perda de peso e tosse. A intensa resposta inflamatória contribui para a destruição dos 

neurônios do plexo mioentérico e perda de fibras nervosas. O megacólon é caracterizado por 

prolongada constipação podendo dar origem ao fecaloma e isquemia intestinal. Podem ocorrer 

cólicas abdominais, obstrução intestinal e peritonite (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; 

GUARNER, 2019). 

 

 

Figura 7 - Figura ilustrativa exibindo a radiologia do esôfago e cólon, representando as 

megasíndromes 

A 

 

B 

 

 

 

Tratamento 

 

 

O tratamento da doença de Chagas limita-se ao uso de 2 pró-fármacos nitro 

heterocíclicos: o benznidazol (um derivado do nitroimidazol, 2-nitroimidazol) (Figura 8B) e o 

Legenda: (A) Megaesôfago. (B) Megacólon.  

Fonte: Rassi Jr; Rassi; Rezende, 2012. 
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nifurtimox (um derivado do nitrofurano, 5-nitrofurano) (Figura 8A). O nifurtimox, produzido 

pelo laboratório Bayer, foi lançado com o nome comercial de Lampit na forma de 

comprimidos com 120 mg de princípio ativo. Já o benznidazol foi produzido pelo laboratório 

Roche até 2003 quando a partir daí os direitos e a tecnologia de fabricação foram cedidos. 

Atualmente, o benznidazol é produzido pelo Laboratório Farmacêutico do Estado de 

Pernambuco Governador Miguel Arraes – LAFEPE com o nome comercial de Rochagan na 

forma de comprimidos com 100 mg de princípio ativo (OLIVEIRA et al, 2008; LÓPEZ-

VÉLEZ et al, 2020). 

 

Figura 8 -  Estrutura química dos fármacos utilizados para o tratamento da doença de Chagas 

A 

 

 

B 

 

 

O esquema terapêutico para o benznidazol é feito por via oral com 5 mg/kg/dia em 1-3 

doses diárias por 60 dias em adultos, e com 5 a 10 mg/kg/dia em duas doses diárias por 60 

dias em crianças. Já para o nifurtimox o regime é de 10 mg/kg/dia via oral em 3 doses diárias 

por 60 dias em adultos e 15 mg/kg/dia em 3 doses diárias por 60 dias em crianças 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). O tratamento é recomendado nas infecções aguda e 

congênita precoce, em crianças e adolescentes menores que 18 anos com infecção crônica, 

infecção reativada em pacientes coinfectados com HIV ou outra imunossupressão e infecções 

acidentais em laboratório. Ele é oferecido também para adultos com idade de 19-50 anos com 

a forma crônica indeterminada ou cardiomiopatia leve a moderada. Para adultos maiores que 

50 anos sem cardiomiopatia avançada o tratamento é opcional. Geralmente não é oferecido 

para pacientes com cardiomiopatia avançada e pacientes com megaesôfago com impedimento 

significativo na deglutição. O tratamento é contraindicado para mulheres grávidas e pacientes 

com insuficiência hepática ou renal severa. Devido ao longo período de terapia com esses 

Legenda: (A) Nifurtimox. (B) Benznidazol. Fonte: Castro; Mecca;  Bartel, 2006. 
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fármacos, muitos pacientes abandonam o tratamento levando a  falha terapêutica (OLIVEIRA 

et al, 2008; LÓPEZ-VÉLEZ et al, 2020).  

Como mecanismo de ação, tanto o nifurtimox quanto o benznidazol são pró-fármacos 

e precisam ser ativados por nitroredutases presentes no Trypanosoma cruzi para exercer seu 

efeito citotóxico. No nifurtimox ocorrre a redução do grupo nitro formando um radical 

nitroânion  (R-NO2
-), catalisado por uma NADPH nitroredutase. Esse radical participa de um 

ciclo redox com o oxigênio molecular, formando o ânion superóxido (O2
.-) que através da 

reação catalisada pela enzima superóxido dismutase forma peróxido de hidrogênio (H2O2). O 

peróxido de hidrogênio, na presença de Fe3+, forma o radical livre hidroxila (OH.-) através da 

reação de Fenton. O aumento na formação dessas espécies reativas de oxigênio gera estresse 

oxidativo ocasionando peroxidação lipídica, alterações de membrana, inativação enzimática, 

degradação de DNA e mutagênese, comprometendo a vida do parasito (DOCAMPO; 

MORENO, 1984; MAYA et al, 2007; BOIANI et al, 2010; SPECKER et al, 2022). Já o 

benznidazol envolve a redução do grupo nitro inibindo as funções das proteínas, lipídeos e 

DNA devido à ligação covalente entre essas macromoléculas e os metabólitos reduzidos 

derivados do benznidazol formados (Figura 9) (DOCAMPO; MORENO, 1984; MAYA et al, 

2007; KRATZ et al, 2018; MAZZETI et al, 2021). 

 

Figura 9 – Figura ilustrativa exibindo o mecanismo de ação dos fármacos usados no 

tratamento da doença de Chagas: benznidazol e nifurtimox 

Legenda: Esses fármacos são ativados por nitroredutases para exercer seu efeito citotóxico no parasito. 

Fonte: Fonte: Adaptado de Maya et al, 2007. 
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Esses fármacos usados no tratamento da doença de Chagas possuem uma série de 

efeitos colaterais. O nifurtimox pode causar anorexia, perda de peso, alterações psíquicas, 

excitabilidade ou sonolência, insônia, desorientação, neuropatia periférica, náuseas, vômito, 

diarreia. Já o benznidazol pode causar hipersensibilidade principalmente sob forma de rash 

cutâneo, anorexia, intolerância gastroinstestinal, problemas articulares, febre e desordens 

neurológicas, incluindo polineurite de nervos periféricos, dor de cabeça, vertigem, insônia e 

astenia. Como manifestações mais severas observa-se depressão da medula óssea, púrpura 

trombocitopênica, agranulocitose e polineuropatia (CASTRO; MECCA; BARTEL, 2006; 

PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; LÓPEZ-VÉLEZ et al, 2020). Em função do benznidazol 

ser melhor tolerado que o nifurtimox e possuir melhor penetração tecidual, ele é recomendado 

como o tratamento de primeira escolha no Brasil. Quando ocorre falha terapêutica com o 

benznidazol ou intolerância aos seus efeitos colaterais, o nifurtimox é indicado para o uso 

(PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; LÓPEZ-VÉLEZ et al, 2020). 

Esses fármacos são eficazes contra as formas tripomastigotas extracelulares presentes 

na fase aguda da infecção. O tratamento nessa fase reduz a carga parasitária, a severidade e 

encurta o curso clínico da doença com menor chance de passar para a fase crônica sintomática 

(CASTRO; MECCA; BARTEL, 2006; LÓPEZ-VÉLEZ et al, 2020). A cura da infecção na 

fase aguda vai de 50% a 80% enquanto que em pacientes com a infecção crônica recente 

assintomática a cura é de 20% a 60% (GUARNER, 2019). Já a eficácia sobre as formas 

amastigotas intracelulares que estão presentes principalmente na fase crônica da doença é 

baixa, o que permite a persistência da infecção. A limitada penetração tecidual dos fármacos 

faz com que a ação dos mesmos seja insatisfatória sobre a forma amastigota, a qual é 

majoritária nessa fase da infecção. Sendo assim, o tratamento de pacientes que estão na fase 

indeterminada mais tardia ou sintomática da fase crônica tem baixa eficácia  já que não ocorre 

cura parasitológica dos pacientes tratados (URBINA, 2014; BONNEY et al, 2018; JESUS et 

al, 2021). Outro fator que contribui para a falha no tratamento é que existem cepas resistentes 

a esses fármacos (GARCÍA-HUERTAS; CARDONA-CASTRO, 2021). Como muitas vezes o 

diagnóstico da infecção ocorre já na fase crônica, tendo em vista que a fase aguda muitas 

vezes é assintomática ou com sintomatologia inespecífica, o tratamento da doença de Chagas 

torna-se insatisfatório (BALOUZ; AGÜERO; BUSCAGLIA, 2017). Sendo assim, a pesquisa 

por novas alternativas de tratamento que tenham menos efeitos colaterais e atuem nas formas 

intracelulares persistentes do parasito principalmente na fase crônica da doença se torna 

necessária. 
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Estudos de novas alternativas de tratamento 

 

 

Em busca de novas alternativas de tratamento para a doença de Chagas, estudos tem 

sido incentivados através do DNDi para avaliação de novos regimes de tratamento com o uso 

de fármacos já existentes no mercado, assim como de novas moléculas em estudo (DRUGS 

FOR NEGLECTED DISEASES, 2021). Foram elaboradas as características ideais que um 

produto final deve possuir para ser um novo candidato para o tratamento que são: a) eliminar 

todos os parasitos, tanto aqueles presentes no sangue quanto nos tecidos; b) ter atividade 

sobre cepas de distintas DTUs inclusive aquelas resistentes aos fármacos utilizados 

atualmente no tratamento; c) deve atuar nas fases aguda e crônica; d) o regime de tratamento 

deve ser seguro e bem tolerado para todas as idades inclusive na gravidez e amamentação; e) 

deve ter baixa probabilidade de interação com outros fármacos; f) deve possuir superioridade 

ao benznidazol no tratamento da fase aguda e crônica da doença; g) a segurança deve ser 

superior ao benznidazol e nifurtimox; h) não deve ser genotóxico nem teratogênico; i) não 

deve possuir potencial de causar arritmias; j) a apresentação deve ser oral; l) a estabilidade 

deve ser de 5 anos e m) o regime de dose deve ser 1 vez ao dia por 30 dias (KRATZ, 2019; 

GARCÍA-HUERTAS; CARDONA-CASTRO, 2021). 

Novos estudos ligados ao DNDi têm sido conduzidos com o benznidazol com vistas a 

melhorar sua eficácia e tolerância. No estudo chamado BENEFIT (Benznidazole Evaluation 

for Interrupting Trypanosomiasis) pacientes de 18-75 anos, com cardiomiopatia chagásica, 

receberam uma dose fixa de 300 mg por dia em uma duração de terapia de  40-80 dias. Foi 

mostrado  que o tratamento reduziu  a detecção dos parasitos circulantes, apesar de não 

reduzir a progressão clínica cardíaca (GARCÍA-HUERTAS; CARDONA-CASTRO, 2021). 

Em outro estudo denominado CHAGASAZOL, foi comparado o uso do posaconazol, 

um antifúngico triazólico, em dose alta e baixa com o benznidazol, em pacientes com a forma 

crônica da doença de Chagas. Houve maior porcentagem de falha terapêutica nos pacientes 

tratados com posaconazol comparado aos pacientes tratados com benznidazol, apesar do 

antifúngico ter mostrado uma boa atividade em modelos murinos de fase aguda e crônica 

(MOLINA et al, 2014). 

  A combinação de fármacos também tem sido objeto de estudo para melhorar a 

eficácia do tratamento da doença de Chagas. Em um dos estudos, foi avaliado o efeito do 

tratamento combinado de benznidazol com o alopurinol, que é um medicamento usado para 

reduzir os níveis de ácido úrico. Em modelos murinos de infecção de fase aguda e crônica, foi 
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observado que a combinação permitiu o uso do benznidazol em doses baixas reduzindo os 

níveis de parasitemia no sangue e tecidos. O tratamento também reduziu inflamação e fibrose 

cardíaca, tanto na fase aguda quanto na crônica da doença (GROSSO et al, 2013). Em outro 

estudo o voriconazol, um antifúngico triazólico de segunda geração, foi associado ao 

benznidazol no tratamento in vitro de células vero infectadas com o T. cruzi e no tratamento 

in vivo de camundongos BALB/c em fase aguda da infecção. O tratamento combinado teve 

um efeito maior em inibir a multiplicação de amastigotas intracelulares in vitro comparado 

com o tratamento isolado com benznidazol, e apesar de não ter sido observado um efeito 

maior no grupo que recebeu o tratamento combinado com o que recebeu somente o 

benznidazol quando foi avaliada a parasitemia de fase aguda in vivo, houve 100% de 

sobrevivência dos camundongos no tratamento combinado (GULIN et al, 2020). 

 Pelo fato de que o processo de introduzir um novo fármaco no mercado é caro e lento, 

estratégias de reposicionamento de fármacos já usados para outros fins terapêuticos  tem sido 

objeto de vários estudos para o tratamento de doenças negligenciadas, como a doença de 

Chagas, com vistas a reduzir custos e tempo (CORREA; COSTA-SILVA; TEMPONE, 2021; 

MAZZETI et al, 2021). Em um estudo com a sertralina, um antidepressivo inibidor da 

recaptação de serotonina, foi mostrada atividade in vitro sobre todas as formas evolutivas do 

T. cruzi de diferentes DTUs e nas formas tripomastigotas despolarizou o potencial de 

membrana mitocondrial além de reduzir a síntese de ATP (FERREIRA et al, 2018). Em outro 

estudo, foi avaliada a atividade da manipidina, um anti-hipertensivo bloqueador de canais de 

Ca++, sobre o T. cruzi em que se observou citotoxicidade in vitro para tripomastigotas 

metacíclicos e amastigotas intracelulares melhor que o benznidazol. Em tripomastigotas a 

manipidina induziu despolarização do potencial de membrana plasmático e mitocondrial, 

aumento de ROS e diminuição dos níveis de ATP (CORREA; COSTA-SILVA; TEMPONE, 

2021). Já estudos com a memantina, fármaco usado no tratamento do Alzheimer, afetou, in 

vitro, o crescimento das formas epimastigotas, levou  a exposição de fosfatidilserina, aumento 

na produção de H2O2, aumento da concentração intracelular de Ca++, diminuição dos níveis de 

ATP e alterações morfológicas como encolhimento celular. Em tripomastigotas, a memantina 

diminuiu a metaciclogênese e interferiu com a infectividade do parasito, diminuindo a 

quantidade de tripomastigotas liberados das células lisadas (DAMASCENO et al, 2014). 

   O Fexinidazol, um derivado do 5-nitroimidazol atualmente usado para tratar a 

doença do sono, mostrou alta eficácia na cura parasitológica de camundongos nas fases aguda 

e crônica da doença de Chagas causada por cepas sensíveis, parcialmente ou totalmente 

resistentes ao benznidazol, além de mostrar um perfil toxicológico e farmacológico favorável 
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(GARCÍA-HUERTAS; CARDONA-CASTRO, 2021). O fármaco foi utilizado em estudos de 

Fase II em adultos com a doença de Chagas na fase crônica indeterminada no qual os 

pacientes receberam 2 doses de fexinidazol (1200 e 1800 mg) por 2, 4 e 8 semanas comparado 

com pacientes que receberam placebo. O tratamento teve alta eficácia no tratamento da 

parasitemia dos adultos na fase crônica indeterminada até na menor dose empregada, de 1200 

mg/dia via oral, com resposta em menos de 3 dias e os efeitos colaterais foram observados 

somente com altas doses administradas e por mais de 14 dias de tratamento. Outros estudos 

são necessários para avaliar a mínima dose efetiva, através de investigações de segurança e o 

balanço risco-benefício (TORRICO et al, 2022). 

Benzoxaboroles, uma nova classe de moléculas contendo boro, também foram 

utilizadas em estudos in vivo com o T. cruzi. Essas moléculas são pró-drogas  ativadas por 

uma enzima do parasito, a serina carboxipeptidase.  Elas promoveram 100 % de cura de 

camundongos infectados com parasitos de diferentes DTUs, além da cura de primatas não 

humanos em fase crônica, apresentando também segurança nos estudos toxicológico, 

farmacológico e de genotoxicidade (PADILLA et al, 2022). 

Estudos com produtos naturais derivados de plantas também têm sido conduzidos 

contra o T. cruzi. Várias classes de metabólitos secundários de plantas, tais como 

sesquiterpenos, chalconas, flavonóides, coumarinas, taninos, terpenóides, diterpenóides, 

triterpenos, saponinas, quinonas e alcalóides já demonstraram alguma atividade antiparasitária 

obretudo in vitro contra epimastigotas e tripomastigotas do parasito (SALEM; 

WERBOVETZ, 2006; MAZZETI et al, 2021). 

Apesar de esforços na busca por novas alternativas para o tratamento da doença de 

Chagas, não existem avanços em relação ao tratamento atual, inclusive sobre a fase crônica da 

doença que ainda carece de um fármaco com atividade satisfatória. 

 

 

Quinonas, Lapachol e Pterocarpanoquinona LQB-118 

 

 

 As quinonas representam uma ampla e variada família de metabólitos de distribuição 

natural, estando envolvidas em etapas importantes do ciclo de vida dos seres vivos como a 

fotossíntese. Com base na sua estrutura molecular, elas são divididas em diferentes grupos de 

acordo com o tipo de sistema aromático que sustenta o anel quinonoídico: benzoquinonas (um 
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anel benzênico), naftoquinonas (um anel naftalênico) e antraquinonas (um anel antracênico 

linear ou angular) (Figura 10) (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). 

 

 

Figura 10 - Classificação das quinonas 

 

 

 

Naftoquinonas são metabólitos amplamente distribuídos no reino vegetal. Sua 

estrutura molecular permite essas moléculas possuírem propriedades redox que podem 

interferir em processos biológicos oxidativos (MENNA-BARRETO et al, 2005). As 

naftoquinonas dividem uma similaridade estrutural no anel quinonoídico com a ubiquinona, a 

qual possui um papel fundamental na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial já que a 

ubiquinona funciona como um carreador móvel de elétrons dentro do sistema de transporte de 

elétrons importante para a fosforilação oxidativa. As naftoquinonas, então, por participar do 

ciclo redox podem interagir com a cadeia respiratória permitindo a geração de radicais livres 

que pode ser deletério para parasitos. Essas moléculas também possuem atividade inibidora de 

topoisomerases e alquilação com ácidos nucleicos (SALEM; WERBOVETZ, 2006; 

NELSON; COX, 2019; BARBOSA et al, 2021). 

O lapachol e β lapachona são naftoquinonas bioativas isoladas de plantas da família 

Bignoniaceae, Verbanaceae e Proteaceae, as quais são abundantes em florestas tropicais, 

sendo de maior ocorrência na família Bignoniaceae principalmente no gênero Tabebuia sp, 

árvores conhecidas como “ipês”, sendo de fácil extração da serragem da madeira dessas 

árvores. Várias atividades farmacológicas foram atribuídas ao lapachol, tais como atividade 

antimicrobiana e antifúngica, atividade cercaricida, moluscicida, leishmanicida, 

Legenda: 1 – Benzoquinona;  2 – Naftoquinona; 3 – Antraquinona.  

Fonte: Adaptado de Silva; Ferreira; Souza, 2003. 
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tripanossomicida, antimalárico, antiviral, antiinflamatória, antineoplásica e antiulcerante 

(SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003; MENNA-BARRETO et al, 2005; BOMBAÇA et al, 

2021). 

O β lapachol e seus derivados mostraram atividade sobre o Trypanosoma cruzi, 

inibindo o crescimento das formas epimastigotas e diminuindo a viabilidade de 

tripomastigotas metacíclicos (SALAS et al, 2008). Outro estudo mostrou que a molécula R72, 

outro derivado do β lapachol, promoveu alterações estruturais em epimastigotas como 

cinetoplasto largo e o perfil do DNA mitocondrial alterado, formação de ROS, fragmentação 

de DNA, exposição de fosfatidilserina e formação de autofagossomos (DOS ANJOS et al, 

2016). Naftoimidazóis derivados do β lapachol mostraram atividade sobre epimastigotas, 

tripomastigotas sanguíneos e amastigotas intracelulares do Trypanosoma cruzi, com 

alterações morfológicas como retração e torção do corpo celular, formação de bolhas na 

membrana flagelar, inchaço mitocondrial, presença de estruturas de membrana concêntricas e 

epimastigotas com 2 cinetoplastos ou 2 núcleos. A mitocôndria do parasito foi o principal 

alvo dessas moléculas onde houve diminuição do consumo de oxigênio, diminuição da 

atividade de complexos mitocondriais, diminuição de ATP, perda do potencial de membrana 

mitocondrial e formação de H2O2 (BOMBAÇA et al, 2021). 

Como mecanismo de ação proposto, naftoquinonas como o β lapachol são reduzidos 

devido ao seu alto potencial redox na mitocôndria, gerando o radical semiquinona que por sua 

vez reduz o oxigênio molecular ao ânion superóxido que na presença da enzima superóxido 

dismutase é transformado em peróxido de hidrogênio. O ânion superóxido por catálise com 

metais de transição ou por reação com peróxido de hidrogênio gera OH.- no interior da célula. 

Essas espécies reativas de oxigênio formadas (radical hidroxila e peróxido de hidrogênio) são 

as  responsáveis pelo estresse oxidativo celular, levando à peroxidação lipídica, destruição de 

proteínas e danos ao DNA. O radical semiquinona também pode se ligar covalentemente a 

ácidos nucleicos e proteínas (SALAS et al, 2008; BOMBAÇA et al, 2021). 

Pterocarpanos são isoflavonóides isolados principalmente de leguminosas 

frequentemente usados na medicina popular como terapia alternativa. Essas moléculas 

possuem um anel tetracíclico com benzofurano-benzopirano, sendo sintetizados por plantas 

quando submetidas a algum tipo de estresse como patógenos, radiação UV e sais de metais 

pesados (GOEL; KUMAR; RAGHUVANSHI, 2012; SELVAM et al, 2017). Várias ações 

farmacológicas foram relatadas a essa classe de compostos como atividade antitumoral em 

linhagens celulares sensíveis e com perfil de multi resistência a fármacos, antioxidante, 



34 

 

antimalárica, antibacteriana, antifúngica, antidiabética e antiosteoporose (SELVAM et al, 

2017). 

Pterocarpanos foram estudados in vitro sobre promastigotas e amastigotas de 

Leishmania amazonensis e Leishmania infantum. O Pterocarpano extraído da espécie 

Connarus suberosus inibiu a multiplicação em ambas as espécies de Leishmania in vitro e na 

avaliação do mecanismo de ação em promastigotas de Leishmania amazonensis, a integridade 

da membrana plasmática foi afetada, houve aumento de corpos lipídicos e despolarização do 

potencial de membrana, sugestivo de disfunção mitocondrial (MORAIS et al, 2020).  

Estudos também foram realizados sobre o Trypanosoma cruzi e pterocarpanos isolados 

de várias plantas da região da caatinga inibiram o crescimento, in vitro, das formas 

epimastigotas (VIEIRA et al, 2008). 

Levando em consideração o potencial farmacológico do lapachol e pterocarpanos, foi 

sintetizada uma molécula hibrida denominada pterocarpanoquinona LQB-118 (Figura 11), 

com objetivo de avaliar seu potencial terapêutico (MAIA et al, 2011; CUNHA-JÚNIOR et al, 

2011;  DE SÁ BACELAR et al, 2013). 

 

Figura 11 – Síntese da pterocarpanoquinona LQB-118 

 

 

 

  

Vários estudos foram conduzidos com a LQB-118 com o objetivo de avaliar seu 

potencial antitumoral e antiparasitário. A LQB-118 exibiu atividade sobre células de pacientes 

com leucemia mielóide crônica (LCM) tanto sensíveis quanto com perfil de multi resistência a 

fármacos induzindo apoptose com aumento na externalização de fosfatidilserina (MAIA et al, 

Legenda: (A) – Lapachol; (B) – Pterocarpano; (C) – Pterocarpanoquinona LQB-118 sintetizada através de 

hibridização molecular.  

Fonte: Adaptado de Cunha-Júnior et al, 2011; Salustiano et al, 2009.  
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2011). A molécula também mostrou atividade contra diferentes células leucêmicas sensíveis e 

resistentes ao estresse oxidativo com ativação de caspases, fragmentação de DNA,  aumento 

dos níveis intracelulares de cálcio em ambas as células e despolarização do potencial de 

membrana nas células LCM sensíveis ao estresse oxidativo (DE SÁ BACELAR et al, 2013). 

Um dos mecanismos de ação propostos  em células tumorais é que a LQB-118 sofreria a 

redução por 2 elétrons pela enzima mitocondrial NAD(P)H quinona oxidoredutase-1, 

formando hidroquinona que funciona como agente alquilante de DNA. O outro mecanismo 

seria a redução por 1 elétron por redutases do citocromo P450 ao radical semiquinona e esta 

através do ciclo redox reduziria o oxigênio molecular ao ânion superóxido inciando a cascata 

de eventos que leva ao estresse oxidativo (NETTO et al, 2010; MAIA et al, 2011; DE SÁ 

BACELAR et al, 2013). O tratamento in vivo com a LQB-118 em camundongos Swiss com 

tumor de Ehrlich diminuiu a viabilidade das células tumorais exibindo um perfil apoptótico, 

além de não haver ganho de peso nos animais tratados. Já camundongos C57BL/6 com o 

melanoma B16F10 e tratados, tiveram redução do crescimento tumoral e melhora na caquexia 

comparado aos animais não tratados (SALUSTIANO et al, 2016). A LQB-118 também foi 

ativa em células de câncer de próstata, exibindo citotoxicidade in vitro com efeitos 

antiproliferativos e indução de apoptose sendo também mostrada a correlação direta entre a 

redução da sua porção quinona com sua ativação e o aumento na formação de ROS pelas 

células tumorais. In vivo, animais com o tumor e tratados tiveram o tumor reduzido 

(MARTINO et al, 2014; MARTINO et al, 2019). Nas células de pacientes com glioblastoma, 

a LQB-118 reduziu, in vitro, a viabilidade celular quando o tratamento foi combinado ou não 

com radiação (BERNARDO et al, 2020). 

A LQB-118 também foi avaliada sobre a sua atividade antiparasitária. Em Toxoplasma 

gondii, a molécula diminuiu o índice de infecção em células LLC-MK2, in vitro, causando 

alterações morfológicas no parasito como arredondamento e encolhimento celular além de 

aumentar a percentagem de conversão de taquizoítas em bradizoítas (PORTES et al, 2012). Já 

em Leishmania amazonensis a molécula diminuiu a viabilidade de promastigotas in vitro, 

induziu a formação de ROS, provocou alterações estruturais como arredondamento celular, 

inchaço da mitocôndria, condensação da cromatina nuclear (Figura 12), causou 

despolarização do potencial de membrana mitocondrial, diminuição na produção de ATP e 

fragmentação de DNA tanto das formas promastigotas quanto das amastigotas intracelulares 

(RIBEIRO et al, 2013).  
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Figura 12 – Alterações morfológicas em Leishmania amazonensis causadas pelo tratamento 

com a LQB-118 

Legenda: (A) – Arredondamento celular e inchaço da mitocôndria  (B) -  Condensação da cromatina nuclear 

(seta). N -  núcleo , M – mitocôndria 

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al, 2013. 

 

 

Nosso grupo demonstrou a atividade da LQB-118 em Leishmania braziliensis, tanto in 

vivo em hamsters infectados quanto in vitro sobre o parasito. A molécula inibiu o crescimento 

das promastigotas e das amastigotas intracelulares sem alteração na produção de óxido nítrico 

pelos macrófagos. As promastigotas apresentaram exposição de fosfatidilserina, aumento de 

ROS e diminuição na formação de ATP. O tratamento de hamsters infectados diminuiu o 

tamanho da lesão e a carga parasitária (COSTA et al, 2014). A molécula também mostrou 

atividade sobre Leishmania infantum in vitro, inibindo o crescimento de promastigotas e 

diminuindo o índice de infecção de macrófagos infectados e in vivo, onde o tratamento de 

camundongos infectados inibiu hepato e esplenomegalia e reduziu a carga parasitária 

(CUNHA-JÚNIOR et al, 2016). 

Devido ao espectro de ação antitumoral e antiparasitário da LQB-118, nosso grupo 

iniciou um estudo da molécula sobre o Trypanosoma cruzi. A molécula mostrou atividade, in 

vitro, diminuindo o índice de infecção de macrófagos infectados com o parasito, além de 

diminuir a viabilidade de tripomastigotas metacíclicos e inibir o crescimento de 

epimastigotas. Ela também resultou na fragmentação do DNA das amastigotas intracelulares e 

induziu alterações celulares como arrendondamento e encolhimento celular em epimastigotas 

A B 
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(AZEVEDO, 2013). Em experimentos com camundongos infectados, a LQB-118 também 

diminuiu a parasitemia durante a fase aguda, além de reduzir a deposição de colágeno no 

início da fase crônica da infecção (BRITO, 2020). Visto que a molécula possui atividade 

sobre o parasito, estudos são necessários para avaliar qual o mecanismo da LQB-118  sobre o 

T. cruzi. 

 

 

Mitocôndria 

 

 

As mitocôndrias são organelas que exercem um papel importante no controle do ciclo 

celular, proliferação, e apoptose. Como papel bioenergético, ela é o sítio da produção de ATP 

das células através da fosforilação oxidativa que é essencial para sobrevivência, crescimento e 

reprodução de organismos eucariotos, incluindo parasitos (MONZOTE; GILLE, 2010; 

MARTINS et al, 2020). A sua integridade funcional é essencial e a disfunção da mesma  pode 

levar  à morte celular (MARTINS et al, 2020). 

A organela possui uma estrutura típica composta por duas membranas, uma membrana 

externa e uma membrana interna que forma invaginações conhecidas como cristas sendo 

impermeável a  moléculas e íons e o transporte através dessa membrana é regulado por 

proteínas transportadoras específicas. É na membrana interna que se encontram os complexos 

componentes do sistema de transporte de elétrons. A matriz mitocondrial contém as enzimas 

do ciclo de Krebs e do catabolismo de aminoácidos e ácidos graxos, além de ATP, ADP, 

fosfato inorgânico e alguns íons (MONZOTE; GILLE, 2010; GALLUZZI et al, 2012; 

BLIEK; SEDENSKY; MORGAN, 2017). 

 A fosforilação oxidativa é um dos mecanismos responsáveis pela produção de ATP 

em organismos eucariotos, exercendo um importante papel no metabolismo energético 

(NELSON; COX, 2019; FERNANDEZ-VIZARRA; ZEVIANI, 2021). Ela é um processo 

acoplado ao sistema de transporte de elétrons o qual, em mamíferos, é composto por 4 

complexos enzimáticos na membrana interna: NADH:ubiquinona oxidoredutase (complexo I), 

succinato desidrogenase (complexo II), ubiquinona:citocromo c oxidoredutase (complexo III) 

e citocromo c oxidase (complexo IV),  além da ATP sintase (Figura 13). A ubiquinona e o 

citocromo c funcionam como carreadores móveis de elétrons (DE SOUZA; ATTIAS; 

RODRIGUES, 2009; TOMÁS; CASTRO, 2013). Elétrons coletados por desidrogenases 

através das vias catabólicas são canalizados para aceptores universais de elétrons (NAD+ ou 
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FAD) que funcionam como doadores primários de elétrons no sistema de transporte de 

elétrons. Além deles, succinato  também pode funcionar como doador primário. Através de 

um sistema de reações de oxirredução, ocorre a transferência de elétrons entre esses doadores 

primários para o conjunto de complexos até chegarem ao oxigênio o qual é o aceptor final de 

elétrons. A energia de transferência de elétrons é usada para bombear prótons da matriz 

mitocondrial para o espaço intermembrana pelos complexos I, III e IV gerando um gradiente 

eletroquímico de prótons que provê a energia necessária, a força próton motriz, para gerar 

ATP a partir de ADP e fosfato inorgânico, quando esses prótons retornam a matriz 

mitocondrial através da ATP sintase (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2008; BLIEK; 

SEDENSKY; MORGAN, 2017; GUAN; ZHAO; PENG, 2022). 

 

 

Figura 13 – Figura ilustrativa do sistema de transporte de elétrons exibindo os 4 complexos 

enzimáticos por onde ocorre o transporte de elétrons até chegar no oxigênio o qual 

é o aceptor final de elétrons complexo 

 

 

 

As mitocôndrias também são consideradas os maiores sítios de produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), e o status redox do sistema  de transporte de elétrons 

mitocondrial é crucial na formação dessas espécies (BOVERIS; CHANCE, 1973; 

NICHOLLS; FERGUSON, 2002). Durante o metabolismo oxidativo, uma pequena parte do 

oxigênio que é consumido pela mitocôndria é parcialmente reduzido, permitindo a formação 

do ânion superóxido (O2
.-) que por sua vez pode ser convertido a peróxido de hidrogênio 

Legenda: I – NADH: ubiquinona oxidoredutase; complexo II – succinato desidrogenase; complexo III – 

ubiquinona:citocromo c oxidoredutase; complexo IV -  citocromo c oxidase e ATP sintase.  

Fonte: Adaptado de Andrieux et al, 2021. 
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(H2O2) através da enzima superóxido dismutase. O peróxido de hidrogênio caso não seja 

hidrolisado por peroxidases pode, na presença de metais como o Fe+2 ou Cu+2, formar o 

radical hidroxila (OH.-) (MANDAVILLI; SANTOS; HOUTEN, 2002; PAES et al, 2011; 

TOMÁS; CASTRO, 2013). Essas espécies reativas de oxigênio, especialmente o peróxido de 

hidrogênio e radical hidroxila podem causar lesões no DNA, além de levar à perda de função 

de proteínas, lipídios e carboidratos (MARTINS et al, 2020). Se essas espécies reativas de 

oxigênio, derivadas do vazamento de elétrons no metabolismo energético mitocondrial, 

exceder a capacidade antioxidante da organela, forma-se o estresse oxidativo que é prejudicial 

à célula, já que o mesmo pode levar à perda da função das macromoléculas (PELOSO et al, 

2012; TOMÁS; CASTRO, 2013). O Trypanosoma cruzi por ter um ciclo que se alterna entre 

hospedeiros invertebrado/vertebrado e com o objetivo de assegurar sua sobrevivência e 

adaptação a diferentes ambientes, precisa lidar com  ROS produzidas por seu hospedeiro e 

geradas pelo seu próprio metabolismo e assim possui uma homeostase redox eficientemente 

regulada (PELOSO et al, 2012; MARTINS et al, 2020).  

Através de estudos com o heme, produto da digestão da hemoglobina, sobre o T. cruzi, 

foi observado que a molécula é capaz de promover a proliferação das formas epimastigotas 

(NOGUEIRA et al, 2015). Esse efeito foi correlacionado com a produção de ROS induzida 

por heme mostrando que as espécies reativas de oxigênio estão envolvidas nos processos 

metabólicos do parasito (NOGUEIRA et al, 2017). 

Protozoários como o Trypanosoma cruzi pertencentes a família Trypanosomatidae 

possuem a peculiaridade de ter somente uma mitocôndria e a sobrevivência  da célula 

depende da funcionalidade da organela, o que torna essa mitocôndria um alvo interessante 

para a pesquisa de moléculas com atividade tripanossomicida. No parasito, essa única 

mitocôndria pode ocupar 12 % do volume celular sendo associada ao cinetoplasto, estrutura 

que contém o DNA extranuclear. Outra peculiaridade é que o complexo I do T. cruzi  é 

insensível a rotenona, não é funcional no bombeamento de prótons para o espaço 

intermembrana, além de não ser funcional na oxidação do NADH. Apesar disso, as formas 

epimastigotas utilizam o succinato como substrato principal transferindo elétrons para o 

complexo II  para chegar ao aceptor final, o oxigênio (CARRANZA et al, 2009; 

GONÇALVES et al, 2011; MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014).  
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Figura 14 – Sistema de transporte de elétrons do T. cruzi exibindo os complexos enzimáticos 

por onde ocorre o transporte de elétrons 

 

Legenda: O complexo I, apesar de existente, não é funcional.  

Fonte: Adaptado de Alencar; Girard; Silber, 2020. 
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1  JUSTIFICATIVA 

 

 

Devido a limitação dos medicamentos usados atualmente para tratar a doença de 

Chagas, a pesquisa por novos fármacos que tenham menos efeitos adversos e maior eficácia, 

sobretudo na fase crônica da doença se faz necessária. 

Em razão da mitocôndria dos tripanosomatídeos possuir peculiaridades que a 

diferencia das mitocôndrias de mamíferos, essa organela se torna um alvo farmacológico 

interessante para a pesquisa de novas alternativas terapêuticas. Estudos anteriores do nosso 

grupo mostraram que a pterocarpanoquinona LQB-118 apresentou efeito tóxico sobre o T. 

cruzi. A LQB-118 diminuiu a motilidade de tripomastigotas metacíclicos, inibiu o 

crescimento de epimastigotas e amastigotas intracelulares, além de fragmentar o DNA das 

amastigotas (dados não publicados). Os valores de IC50 da LQB-118 sobre as principais 

formas evolutivas e CC50 sobre macrófagos peritoneais é mostrado abaixo conforme dados 

obtidos (AZEVEDO, 2013). 

 

Tabela 1 - Valores de IC50 da LBQ-118 sobre as principais formas evolutivas do T. cruzi. 

 

IC50 da LQB-118 

Forma evolutiva Valor 

Epimastigota 2,5 µM em 96 horas 

Tripomastigota metacíclico 40 µM em 48 horas 

Amastigota intracelular 4,2 µM em 72 horas 

CC50 da LQB-118 

Macrófagos peritoneais 40 µM em 72 horas 

 O fato da LQB-118 apresentar ação antiparasitária em Leishmania sp envolvendo 

como alvo a mitocôndria, nos permite supor a ação tóxica sobre outro tripanosomatídeo, como 

o T. cruzi, podendo também envolver essa organela.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar in vitro a ação antiparasitária da pterocarpanoquinona LQB-118 sobre o 

Trypanosoma cruzi e delinear seu mecanismo de ação, tendo como alvo a mitocôndria do 

parasito. 

  

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar se a LQB-118 interfere na capacidade de epimastigotas realizarem a 

metaciclogênese induzida in vitro; 

b) Analisar se o tratamento de formas tripomastigotas com a LQB-118 é capaz de 

alterar a sua capacidade infectante para  macrófagos; 

c) Averiguar se o tratamento do parasito com a LQB-118 induz a formação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS); 

d) Investigar a interferência da LQB-118 na fisiologia mitocondrial do parasito 

por meio da análise do consumo de O2 e produção de ATP;  

e) Pesquisar alterações na ultraestrutura de parasitos tratados com a LQB-118 que 

possam corroborar com os dados acerca da funcionalidade mitocondrial e de 

morte celular. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Pterocarpanoquinona LQB-118 

 

 

A síntese da pterocarpanoquinona LQB-118 foi realizada pelo grupo do Professor 

Paulo Roberto Ribeiro Costa do Laboratório de Química Biorgânica do Núcleo de Pesquisas 

de Produtos Naturais (NPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A molécula 

foi solubilizada em DMSO (Sigma-Aldrich) para a preparação da solução estoque na 

concentração de 460 mM, a partir da qual foram feitas diluições em meios de cultivo para uso 

nos experimentos. A concentração final de DMSO nas culturas não ultrapassou  0,02%. 

 

 

3.2 Parasito, cultivo e manutenção de epimastigotas 

 

 

Neste trabalho foi utilizado o clone Dm28c de Trypanosoma cruzi (CONTRERAS et 

al, 1985), DTU I. Este clone foi gentilmente cedido pelo grupo da profa. Marcia C. Paes do 

Laboratório de Interação de Tripanosomatídeos e Vetores (LITV), da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro (UERJ). Os epimastigotas de T. cruzi foram mantidos por repiques 

semanais em garrafas de cultura de 25 cm2 contendo 5 ml de meio BHI (Brain-heart-infusion) 

(BactoBecton, Dickinson and Company) suplementado com 30 µM  Hemina (Sigma-Aldrich)   

e 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab) e cultivados em estufa a 27º C. 

 

 

3.3 Obtenção de tripomastigotas metacíclicos in vitro 

 

  

Para obtenção de tripomastigotas metacíclicos foi feito o procedimento de 

metaciclogênese in vitro induzindo a diferenciação de epimastigotas em tripomastigotas 

metacíclicos. Para isto utilizou-se os meios artificiais TAU (Urina Artificial de Triatomíneo 

composto por tampão fosfato de sódio 0,2 M, cloreto de sódio, cloreto de potássio, cloreto de 
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magnésio, cloreto de cálcio e bicarbonato de sódio) e TAU3AAG (Urina Artificial de 

Triatomíneo suplementado com prolina, glutamato, aspartato e glicose) que são meios de 

cultura pobres em nutrientes que mimetizam a urina do triatomíneo e assim submetendo 

epimastigotas a um estresse nutricional, eles se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos  

(CONTRERAS et al, 1988). Epimastigotas do clone Dm28c de T. cruzi cultivados como 

descrito no item 3.2 foram obtidos após 7 dias de cultivo em BHI, centrifugados a 2.500 g por 

10 minutos, lavados e submetidos ao meio TAU por 2 horas em estufa a 27º C na 

concentração de 5 x 108 células/ml. Após esse tempo as células foram incubadas em meio 

TAU3AAG na concentração de 5 x 106 células/ml  a 27º C por 4 dias (adaptação de 

CONTRERAS et al, 1985). Obtivemos, com este procedimento, cerca de 70-85% de formas 

tripomastigotas metacíclicas. 

 

 

3.4 Atividade da LQB-118 sobre a metaciclogênese 

 

 

 Com o objetivo de verificar se a LQB-118 seria capaz de interferir na capacidade  de 

diferenciação de epimastigotas em tripomastigotas, o processo de metaciclogênese foi 

induzido in vitro, como descrito no item 3.3, sob o tratamento da LQB-118. As formas 

epimastigotas foram submetidas ao meio TAU/TAU3AAG na presença de 2,5 ou 5 µM da 

LQB-118. O controle foi parasitos submetidos aos meios TAU e TAU3AAG com 0,02% 

DMSO na ausência da LQB-118. Após 4 dias, alíquotas de 10 µl foram colocadas em 

lâminas, coradas com Panótico e foram contados em microscópio a quantidade de 

tripomastigotas formados diferenciando das formas epimastigotas (mínimo de 300 células por 

tratamento). O resultado foi expresso como % de metaciclogênese. 

 

 

3.5 Infecção experimental e considerações éticas 

 

  

 Todos os procedimentos com os animais para obtenção de macrófagos foram 

previamente aprovados pela Comissão de Ética para Cuidados e Uso de Animais 

Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes (IBRAG) da Universidade 
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do Estado do Rio de Janeiro, UERJ Protocolo nº CEUA/050/2017 e CEUA/026/2022-

renovação. 

 

 

3.6 Influência da LQB-118 sobre a infectividade de tripomastigotas metacíclicos  

 

 

 Para avaliar se a LQB-118 seria capaz de alterar a capacidade infectante do parasito, 

tripomastigotas metacíclicos (obtidos por metaciclogênese in vitro, como descrito no item 

3.3) a 1 x 107 parasitos/ml, foram tratados com LQB-118 a 10 µM e 40 µM (IC50 

tripomastigotas/48h) diluída em meio RPMI (Cultilab) acrescido de 10 % de soro fetal 

bovino inativado a 270 C. O controle foi o parasito cultivado somente com meio de cultura 

RPMI + 10 % de soro fetal bovino inativado contendo 0,02% DMSO. Após 48 horas de 

tratamento esses tripomastigotas foram lavados uma vez para remoção da LQB-118 e usados 

para infectar monocamadas de macrófagos. Para isso, os macrófagos foram extraídos por 

lavagem intraperitoneal  de  camundongos Swiss com 5 ml de meio RPMI gelado. As células 

a 2x106 / ml foram distribuídas sobre lamínulas de vidro redondas dispostas no fundo de 

placas de 24 poços (500 µl/poço) e incubadas por 24 horas a 37o C sob atmosfera de 5% de 

CO2 para aderência. Após esse tempo, as células não aderentes foram removidas por aspiração 

do sobrenadante dos poços. Os tripomastigotas previamente tratados foram então ajustados na 

proporção de 5 parasitos/macrófago, ressuspensos em meio RPMI e distribuídos sobre a 

monocamada de macrófagos. Após 24 horas de interação a 37º C sob atmosfera de 5% de 

CO2, três lamínulas da sextuplicata de cada interação macrófagos/parasitos (controle e 

tratados) foram retiradas e submetidas à coloração com Panótico (Laborclin). As outras três 

lamínulas de cada tratamento foram lavadas com PBS a temperatura ambiente, houve a 

substituição das culturas por novo meio RPMI acrescido de 10 % de soro fetal bovino 

inativado e incubadas por mais 48 horas. Após esse período, essas culturas  também foram 

submetidas à coloração com Panótico. Foram contados em microscópio de luz a quantidade 

de macrófagos infectados e não infectados (mínimo de 100 células por lamínula) assim como 

o número de amastigotas intracelulares por macrófago, sendo o resultado expresso como 

Índice de Infecção, utilizando-se a seguinte fórmula: IF = % de células infectadas X número 

de amastigotas / número total de macrófagos. 
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 Adicionalmente, imagens das monocamadas de macrófagos infectados foram obtidas 

por microscopia de luz após 24 e 72 horas de interação. 

 

 

3.7  Determinação de espécies reativas de oxigênio de parasitos tratados com a LQB-118 

 

 

 Para avaliar a formação de espécies reativas de oxigênio de parasitos tratados com a 

LQB-118 utilizou-se a sonda fluorescente Amplex red (ThermoFisher). A Amplex red detecta 

a formação de peróxido de hidrogênio que na presença de peroxidase gera o produto 

fluorescente resorufina, podendo essa sonda também ser convertida a resorufina através de 

carboxilestearases presentes na mitocôndria (MIWA et al, 2016). Epimastigotas colhidos após 

7 dias de cultivo foram tratados  com a LQB-118 diluída no meio de cultura BHI acrescido de 

10 % de soro fetal bovino inativado, por 24 e 48 horas. Como controle foram utilizados 

parasitos cultivados somente com meio de cultura BHI + 10 % de soro fetal bovino inativado 

contendo 0,02%. DMSO. Também foi utilizado um controle negativo com 2 µm FCCP 

(carbonilcianeto 4-(trifluorometoxi) fenil-hidrazona) para avaliar se o H2O2 tem origem na 

mitocôndria. Para avaliar, então, a formação de H2O2, os parasitos foram ajustados para a 

concentração de 1,5 x 107 células/ml, centrifugados a 2.500 g por 10 minutos e  lavados duas 

vezes com PBS. O controle com FCCP foi adicionado, incubado por 30 minutos, centrifugado 

e lavado com PBS. Os parasitos foram então ressuspensos em 60 µl de PBS a temperatura 

ambiente junto com 60 µl de Working solution (0,1 mM de Amplex Red + 0,2 UI/ml de HRP 

diluídos em PBS) e incubados por 30 minutos, no escuro. Após esse tempo, as células foram 

centrifugadas e 100 µl do sobrenadante, contendo a resorufina formada, foi adicionado em 

triplicata em placa de 96 poços escura. As leituras foram feitas por fluorimetria usando o 

EnvisionR 2104 Multilabel Reader (PerkinElmer) com comprimentos de onda de 485 nm de 

excitação e 530 nm de emissão. A concentração de H2O2 foi calculada através de uma curva 

padrão de H2O2. O resultado foi expresso como concentração de H2O2 em µM.   
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3.8 Avaliação do consumo de O2 através de respirometria de alta resolução 

 

 

 Para determinação da taxa de consumo de oxigênio de parasitos tratados com a LQB-

118 foi utilizado um respirômetro de alta resolução (O2K-OROBOROS Instruments, 

Innsbruck, Áustria). Epimastigotas colhidos após 5 dias de cultivo foram tratados com a 

LQB-118 diluída no meio de cultura BHI acrescido de 10 % SBF.  Parasitos cultivados 

somente com meio de cultura BHI + 10 % SBF contendo 0,02%  DMSO  foram utilizados 

como controle. Após a incubação por 24 e 48 horas, os parasitos foram ajustados para a 

concentração de 5 x 107 células/ml, centrifugados, lavados e ressuspensos em um volume de 2 

ml de BHI para análise. A temperatura foi mantida a 28º C no equipamento e a concentração e 

o fluxo de oxigênio foram registrados e analisados utilizando o software DatLab5 (O2K-

OROBOROS Instruments, Innsbruck, Austria). Para avaliar os diferentes estados respiratórios 

Proton Leak, capacidade máxima respiratória (ETS) e ROX foram utilizados respectivamente 

2 µg/ml de Oligomicina (Sigma-USA),  até 1 µM de FCCP (Sigma-USA) e 2 µg/ml de 

Antimicina A (Sigma-USA). A Oligomicina inibe a ATP sintase bloqueando a síntese de ATP 

e assim o consumo de oxigênio é sustentado pelo Proton Leak. O FCCP desacopla a 

fosforilação oxidativa do sistema de transporte de elétrons induzindo o consumo de oxigênio 

em sua capacidade máxima. A Antimicina A inibe o complexo III do sistema de transporte de 

elétrons inibindo o sistema de transporte de elétrons e interrompendo a formação do gradiente 

de prótons e assim bloqueia o consumo de oxigênio mitocondrial distinguindo o consumo de 

oxigênio mitocondrial do consumo não mitocondrial remanescente (LERCHNER et al, 2019; 

ALENCAR; GIRARD; SILBER, 2020). A respiração fisiológica mitocondrial (Rotina), a 

capacidade máxima respiratória (ETS) e LEAK foram calculados pela subtração do consumo 

basal pelo consumo não-mitocondrial (ROX), pela subtração do consumo após a adição de 

FCCP pelo consumo não-mitocondrial (ROX) e pela subtração do consumo após a adição de 

Oligomicina pelo consumo não-mitocondrial (ROX), respectivamente. Para o cálculo da 

fosforilação oxidativa  mitocondrial (OXPHOS), a respiração Rotina foi subtraída do LEAK. 

Para a correlação entre os diferentes estados respiratórios foi usada a razão de controle de 

fluxo (FCR), através da divisão entre OXPHOS/ETS e LEAK/ETS, que refletem 

respectivamente a fração da capacidade máxima respiratória usada pela fosforilação oxidativa 

e a fração da capacidade máxima respiratória correlacionada ao  LEAK (GNAIGER, 2020). A 

capacidade de reserva respiratória (SCR), que reflete a aquisição adicional de energia 
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mitocondrial quando a mesma está sob algum estresse fisiopatológico (MARCHETTI et al, 

2020), foi calculada pela subtração da capacidade máxima respiratória (ETS) pela Rotina. 

 

 

3.9 Quantificação de ATP intracelular 

 

 

 A determinação de ATP intracelular foi feita usando o kit CellTiterGlo Luminescent 

Cell Viability Assay (Promega). Epimastigotas após 7 dias de cultivo foram colhidos e 

tratados com a LQB-118 diluída no meio de cultura BHI acrescido de 10 % SFB por 24-48 

horas. Parasitos cultivados somente com meio de cultura BHI + 10 % SFB contendo 0,02% 

DMSO foram utilizados como controle. Após os tempos de tratamento, os parasitos foram 

ajustados para a concentração de 1 x 107 células/ml, centrifugados a 2.500 g por 10 minutos, 

lavados duas vezes e ressuspensos em 200 µl de PBS a temperatura ambiente. Então, 50 µl da 

ressuspensão foi transferida para uma placa de 96 poços escura em triplicata e 50 µl do 

reagente CellTiter-Glo (Promega) foi adicionado diretamente nos poços junto com os  

parasitos ressuspensos. A placa foi incubada no escuro por 10 minutos à temperatura 

ambiente e a bioluminescência foi analisada usando o EnvisionR 2104 Multilabel Reader 

(PerkinElmer). A concentração de ATP foi calculada através de uma curva padrão de ATP e o 

resultado foi expresso como % de ATP em relação ao grupo controle. 

 

 

3.10 Análise ultraestrutural de epimastigotas tratados através de Microscopia eletrônica 

de varredura (MEV) e de transmissão (MET) 

 

 

 Para avaliar se a LQB-118 é capaz de provocar alterações estruturais no parasito, foi 

feita a análise através de MEV e MET. Epimastigotas colhidos após 7 dias de cultivo foram 

ajustados para concentração de 1 x 107 parasitos/ml, centrifugados a 2.500 g por 10 minutos e 

ressuspensos com a solução de 2,5 e 25 µM LQB-118 diluída no meio de cultura BHI 

acrescido de 10 % de soro fetal bovino inativado. O controle foi parasito cultivado somente 

com meio de cultura BHI + 10 % de soro fetal bovino inativado contendo 0,02% DMSO. A 

incubação foi feita a 27º C por 48 horas. Após esse tempo, os parasitos foram centrifugados, 

lavados duas vezes e ressuspensos em PBS à temperatura ambiente. Para o processamento de 
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MEV, as amostras foram então aderidas em lamínulas redondas impregnadas com poli-L-

lisina por 30 minutos e fixadas em solução de Karnovsky (4% paraformaldeído + 2,5% 

glutaraldeído em 0,1 M tampão cacodilato de sódio pH 7,2) por 24 horas. Após esse tempo, as 

amostras foram lavadas 3 vezes com 0,1 M tampão cacodilato de sódio, pós-fixadas em 1% 

tetróxido de ósmio + 0,8%  ferrocianeto de potássio por 40 minutos, lavadas 3 vezes com 

água destilada, desidratadas em concentrações crescentes de etanol com 30 minutos em cada 

concentração, submetidas a secagem em câmara de ponto crítico, as lamínulas foram 

montadas em stubs e metalizadas com camada de ouro por 120 segundos e 25 miliampere. As 

amostras foram analisadas no microscópio eletrônico de varredura SEM-FEG Jeol JSM-

7100F a 15 KV no NANOFAB/UERJ.  

 Para o processamento de MET, as amostras foram fixadas em solução de Karnovsky 

por 24 horas. As amostras foram então centrifugadas a 2.500 g por 10 minutos, lavadas 3 

vezes com tampão cacodilato de sódio, pós-fixadas em 1% tetróxido de ósmio  + 0,8% 

ferrocianeto de potássio por 40 minutos, lavadas 3 vezes com água destilada, desidratadas em 

concentrações crescentes de etanol com 30 minutos em cada concentração, incluídas em 

resina Epóxi-Epon de forma gradativa nas proporções 2:1, 1:1, 1:2 (acetona:resina) e ao final 

em resina pura com 12 horas entre cada proporção, a resina com as amostras foi polimerizada 

a 600C por 72 horas, e então os blocos com as amostras foram processados através de 

ultramicrotomia, onde cortes ultrafinos de 60 nm foram obtidos no ultramicrotomo Leica EM 

UC6, esses cortes foram coletados em grades de cobre e contrastados com 5 % acetato de 

uranila  por 30 minutos e citrato de chumbo por 3 minutos. As amostras foram analisadas no 

microscópio eletrônico de transmissão HITACHI HT 7800  a 100 KV no CENABIO/UFRJ. 

 

 

3.11 Análise estatística 

 

 

 Os dados obtidos foram analisados pelo teste de análise de variância de entrada única 

(one-way ANOVA) com pós-teste de Tukey utilizando o programa “Graph Pad Prism 6”. 

Valores de P iguais ou menores a 0,05 foram considerados significativos. 
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4  RESULTADOS  

 

 

4.1 Atividade da LQB-118 sobre a metaciclogênese 

 

 

 Para avaliar se a LQB-118 interferiria na diferenciação de tripomastigotas 

metacíclicos,  os parasitos  foram tratados com a pterocarpanoquinona durante a indução da 

metaciclogênese in vitro. Ao final do ensaio, alíquotas das culturas foram coradas e analisadas 

quanto a quantidade de tripomastigotas em microscopia óptica de luz. Os resultados 

mostraram que a LQB-118 inibiu a metaciclogênese em 76% a 2,5 µM e 81% a 5 µM quando 

comparado ao controle não tratado, diminuindo a formação de tripomastigotas metacíclicos 

infectantes (Gráfico 1).  

 

Gráfico 1-  Efeito da LQB-118 sobre a metaciclogênese 
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Legenda: Epimastigotas foram submetidos ao processo de metaciclogênese e tratados com a LQB-118 por 96 

horas a 27º C. O controle foi parasitos cultivados somente com meio de cultura TAU e TAU3AAG 

contendo DMSO a 0,02%. Foi feita a contagem em microscopia de luz e o resultado expresso como 

% de metaciclogênese. *** p<0,001 quando comparado ao grupo controle com DMSO pelo teste 

one-way ANOVA (pós-teste de Tukey). Resultado representativo de 3 experimentos independentes. 

(n=3). 
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4.2 Influência da LQB-118 sobre a infectividade de tripomastigotas metacíclicos  

 

 

 Com o objetivo de verificar se o tratamento com a LQB-118 seria capaz de alterar a 

infectividade de tripomastigotas metacíclicos, os parasitos foram incubados com 10 e 40 µM 

LQB-118 a por 48 horas e usados para infectar monocamadas de macrófagos peritoneais de 

camundongo Swiss. Após 24 e 72 horas de interação foi feita a coloração e determinação do 

Índice de Infecção. As imagens mostram, com 24 horas de interação, que quando os 

tripomastigotas foram previamente tratados com a LQB-118 havia mais parasitos não 

internalizados ao redor de macrófagos, quando comparado com o controle (tripomastigotas 

tratados somente com DMSO)  (Figura 15 A). Após 72 horas de incubação, tempo esse 

suficiente para os tripomastigotas se internalizarem nos macrófagos, se diferenciarem em 

amastigotas e se multiplicarem, observamos que quando nas culturas em que os 

tripomastigotas foram previamente tratados com a LQB-118 havia poucas ou nenhuma 

amastigota no interior dos macrófagos comparado ao controle não tratado (Figura 15 B). A 

quantificação de parasitos no interior dos macrófagos mostrou que houve a redução no Índice 

de infecção no tratamento com a LQB-118. Em 24 horas, a redução foi de até 96% com 40 

µM LQB-118 e 86% em 72 horas comparado ao controle não tratado (Figura 15 C e D), 

mostrando que a molécula interfere com a capacidade do parasito de infectar macrófagos 

peritoneais. 
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Figura 15 - Efeito da LQB-118 sobre a infectividade de tripomastigotas metacíclicos 
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Legenda: Tripomastigotas metacíclicos tratados com a LQB-118 10 e 40 µM por 48 horas foram usados 

para infectar macrófagos peritoneais de camundongos Swiss e após 24 e 72 horas, as amostras  

foram fotografadas e observadas por microscopia de luz. Parasitos cultivados somente com 

meio de cultura RPMI + 10 % de soro fetal bovino inativado contendo DMSO a 0,02% foram 

utilizados como controle. (A) - Imagens da interação entre controle ou parasitos tratados e 

macrófagos peritoneais com 24 horas. (B) -  Imagens da interação entre controle ou parasitos 

tratados e macrófagos peritoneais com 72 horas. Além das imagens observadas por microscopia 

de luz, o  Índice de Infecção também foi determinado. (C) -  Índice de Infecção após 24 horas 

de interação. (D) Índice de Infecção após 72 horas de interação. *** p<0,001. ** p<0,05 

quando comparado ao grupo controle pelo teste one-way ANOVA (pós-teste de Tukey). 

Resultado representativo de 3 experimentos independentes. (n=3). Barra = 20 µm. 
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4.3 Análise na formação de H2O2 de parasitos tratados com a LQB-118 

 

 

 Para verificar se o tratamento com a LQB-118 levaria a formação de H2O2 no parasito, 

epimastigotas foram tratados com a LQB-118 por 24 e 48 horas. Após esses tempos, o H2O2 

produzido em resposta à incubação com a molécula foi mensurado utilizando a sonda 

fluorescente Amplex red. O gráfico 2 mostra o aumento na produção de H2O2 em  73% e 97% 

respectivamente a 2,5 e 25 µM LQB-118 em 24 horas e 90% e 94% em 48 horas comparado 

ao controle com DMSO (Gráfico 2 A e B). Esse efeito foi dose dependente. Para avaliar se o 

H2O2 teve origem mitocondrial, foi adicionado o ionóforo de prótons FCCP, que permite a 

translocação de prótons através da membrana mitocondrial interna permitindo que o consumo 

de oxigênio mitocondrial ocorra em sua razão máxima e isso leva a um menor vazamento de 

elétrons, diminuindo a possibilidade da redução incompleta do oxigênio à superóxido e assim 

a uma menor geração de ROS (ARONIS et al, 2002; MARCHETTI et al, 2020). O FCCP, 

então, diminuiu a concentração de H2O2 induzida pela LQB-118 em 72% e 70% comparado 

respectivamente a 2,5 e 25 µM LQB-118 em 24 horas e 74% e 75% em 48 horas, mostrando 

assim, que uma grande proporção do H2O2 formado foi de origem mitocondrial.  

 

Gráfico 2 - Determinação de ROS em parasitos tratados com a LQB-118 
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Legenda: Epimastigotas foram tratados com a LQB-118 e após 24 e 48 horas foi feita a dosagem de H2O2 com 

a sonda Amplex red por fluorimetria. O controle foi parasito cultivado somente com meio de cultura 

BHI + 10 % de soro fetal bovino inativado contendo DMSO a 0,02%, além do controle com FCCP. 

O resultado foi expresso como a concentração do peróxido de hidrogênio em µM.  (A) - Tratamento 

com LQB-118 por 24 horas. (B) - Tratamento com LQB-118 por 48 horas. *** p<0,001. ** p<0,05. 

* p<0,05 quando comparado ao grupo controle pelo teste one-way ANOVA (pós-teste de Tukey). 

Resultado representativo de 3 experimentos independentes. (n=3). 
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4.4 Análise do consumo de O2 pós tratamento com a LQB-118 

 

 

 Para avaliar se a LQB-118 levaria a uma alteração no consumo de O2 mitocondrial de 

epimastigotas, os parasitos foram tratados com a molécula por 24 ou 48 horas. Após esses 

tempos, a análise do consumo de O2 foi feita utilizando um respirômetro de alta resolução 

(O2K-OROBOROS Instruments, Innsbruck, Austria). De acordo com os resultados, em 24 

horas houve aumento no consumo de O2 com o tratamento de 2,5 µM LQB-118 nos diferentes 

estados respiratórios (Rotina, Oxphos, Leak, ETS, SCR) comparado ao controle não tratado. 

Esse aumento não ocorreu em 48 horas com 2,5 µM LQB-118. Já com 25 µM LQB-118  

observou-se que houve diminuição no consumo em todos os diferentes estados respiratórios 

nos dois tempos de tratamento (Gráfico 3 A-L). Houve aumento no consumo de oxigênio não 

mitocondrial  a 25 µM LQB-118 em 24 horas e 2,5 µM LQB-118  em 48 horas (Gráfico 3 I e 

J). O FCR alterou com 25 µM LQB-118 em ambos os tempos de tratamento, diminuindo o 

FCR(Oxphos/ETS) e aumentando o FCR(Leak/ETS) comparado ao controle não tratado (Gráfico 3 M 

e N). Os resultados mostram, então, que a LQB-118 é capaz de interferir no consumo do 

oxigênio mitocondrial do parasito, aumentando inicialmente o consumo quando o parasito é 

tratado com 2,5 µM LQB-118 e diminuindo o consumo no tratamento com 25 µM LQB-118.  

 

 

Gráfico 3 - Avaliação do consumo de O2 em parasitos tratados com a LQB-118 
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4.5 Quantificação de ATP intracelular 

 

 

 Uma vez que observamos o impacto da incubação da LQB-118 sobre o consumo de O2 

das formas epimastigotas, avaliamos se o tratamento com a LQB-118 interferiria com a 

concentração de ATP intracelular. Para tal, epimastigotas foram tratados por 24 ou 48 horas e 

procedeu-se a dosagem de ATP usando o Kit CellTiterGlo Luminescent Cell Viability Assay 

(Promega) de acordo com as instruções do fabricante. A leitura foi feita por bioluminescência 

e o resultado foi expresso como % de ATP em relação ao grupo controle. Observou-se que 

não houve diminuição na concentração de ATP comparado ao controle não tratado em ambas 

as concentrações de LQB-118 e tempos analisados (Gráfico 4), sugerindo que apesar da LQB-

118 modificar a fisiologia mitocondrial do parasito, o conteúdo de ATP intracelular não é 

afetado pelo tratamento com a molécula.  

 

 

Legenda: Epimastigotas foram tratados com a LQB-118 e após 24 e 48 horas foram submetidos a análise 

do consumo de O2 através de respimoteria de alta resolução. O controle foi parasito cultivado 

somente com meio de cultura BHI + 10 % de soro fetal bovino inativado contendo 0,02% 

DMSO. A concentração e o fluxo de oxigênio foram registrados e analisados utilizando o 

software DatLab (O2K-OROBOROS Instruments, Innsbruck, Austria). (A) Rotina 24 horas. 

(B) Rotina 48 horas. (C) Oxphos 24 horas. (D) Oxphos 48 horas. (E) Leak 24 horas. (F) Leak 

48 horas. (G) ETS 24 horas. (H) ETS 48 horas. (I) ROX 24 horas. (J) ROX 48 horas. (K) SCR 

24 horas. (L) SCR 48 horas. (M) FCR 24 horas. (N) FCR 48 horas.  * p<0,05 quando 

comparado ao grupo controle pelo teste one-way ANOVA (pós-teste de Tukey). Resultado 

representativo de 4 experimentos independentes. (n=4). 
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Gráfico 4 - Análise da concentração de ATP pós tratamento com a LQB-118 
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Legendas:  Epimastigotas mantidos em meio BHI + 10% SFB foram tratados com a LQB-118 por 24 e 48 horas 

e então foi feita a dosagem de ATP  usando o kit CellTiterGlo Luminescent Cell Viability Assay 

(Promega) de acordo com as instruções do fabricante. O grupo controle consistiu do parasito 

cultivado somente em meio BHI + 10 % SBF contendo 0,02% DMSO. O resultado foi expresso 

como % de ATP em relação ao grupo controle. Resultado representativo de 3 experimentos 

independentes realizados em triplicatas (n=3). 

4.6 Análise da ultraestrutura externa de epimastigotas tratados através de Microscopia 

eletrônica de varredura (MEV)  

 

 

 Para avaliar se o tratamento com a LQB-118 provocaria alterações morfológicas no 

parasito, foi feita a incubação das formas epimastigotas com a molécula na presença de 2,5 ou 

25 µM por 48 horas e foi realizada a microscopia eletrônica de varredura. Em nossas imagens, 

observamos que parasitos não tratados exibiram corpo celular alongado típico, com flagelo e 

membrana plasmática sem alterações morfológicas (Figura 16 A, C e E). Ao analisar os 

parasitos tratados com 2,5 µM LQB-118 observamos um processo de arredondamento e 

encolhimento das células (Figura 16 B e F). O arredondamento foi observado com maior 

frequência e mais pronunciado nos parasitos tratados com 25 µM da molécula (Figura 16 D e 

G). No tratamento com 2,5 µM também observamos alterações no flagelo (Figura 16 H) e 

com 25 µM pode-se observar a presença de flagelo duplo (Figura 16 I), além da perda da 

integridade da membrana plasmática. (Figura 16 J). Com base nestes  resultados, podemos 

inferir que a LQB-118  alterou a morfologia geral do corpo celular, do flagelo e da membrana 

plasmática do parasito. 
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Figura 16: Análise da ultraestrutura externa 

de epimastigotas tratados com a LQB-118 

através de microscopia eletrônica de 

varredura: O controle foi parasitos 

cultivados somente com meio BHI + 10 % 

SBF contendo 0,02% de DMSO (A, C, E). 

Tratados a 2,5 µM LQB-118 (B, F e H). 

Tratados a 25 µM LQB-118 (D, G, I e J).  

Encolhimento celular (seta). 

arredondamento celular (*). Destaque do 

flagelo (triãngulo). Parasito com flagelo 

duplo (estrela). Perda da integridade da 

membrana (seta grossa). Resultado 

representativo de 2 experimentos 

independentes. (n=2). Barra = 10 µm (A, 

B, C, D, F e H), 1 µm (E, G , I e J). 

 



61 

 

4.7 Análise da ultraestrutura de epimastigotas tratados usando a Microscopia eletrônica 

de transmissão (MET)  

 

 

Para avaliar alterações na ultraestrutura intracelular dos parasitos tratados com a LQB-

118, as epimastigotas foram incubadas com 2,5 ou 25 µM LQB-118 por 48 horas e 

processadas para microscopia eletrônica de transmissão. É possível observar em parasitos não 

tratados (Figura 17 A, C, E e G) aspecto normal com as estruturas do núcleo, mitocôndria, 

cinetoplasto e complexo de Golgi preservadas. Parasitos tratados à 2,5 µM promoveram a 

condensação da cromatina nuclear e desorganização do complexo de Golgi (Figura 17 B), 

presença de vacúolos autofágicos (Figura 17 D) que também observamos em maior 

frequência com o tratamento a 25 µM (Figura 17 J), inchaço mitocondrial (Figura 17 F) e a 

presença de estrutura de membrana concêntrica dentro da organela (Figura 17 H), que 

também pode ser observada com o tratamento a 25 µM (Figura 17 I). Com base nestes 

resultados podemos sugerir que a LQB-118 induz alterações ultraestruturais na organização 

intracelular do parasito. 
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Figura 17: Análise da ultraestrutura de 

epimastigotas tratados com a LQB-118 

usando a microscopia eletrônica de 

transmissão: O controle foi parasitos 

cultivados somente com meio BHI + 10 % 

SBF contendo 0,02% de DMSO (A, C, E  e 

G). Tratados a 2,5 µM LQB-118 (B, D, F e 

H). Tratados a 25 µM LQB-118 ( I e J).  

Condensação da cromatina nuclear (seta). 

Desorganização do complexo de Golgi 

(cruz). Formação de vacúolos autofágicos 

(estrela). Inchaço mitocondrial (*). Estrutura 

de membrana concêntrica dentro da 

mitocôndria (triãngulo) N – núcleo, M – 

mitocôndria, C - cinetoplasto, G – complexo 

de Golgi. Resultado representativo de 2 

experimentos independentes (n=2). Barra = 1 

µm (A e C), 2 µm (B e D), 500 nm (E,  F, G, 

H, I e J). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 A terapêutica da doença de Chagas ainda é um desafio a ser vencido. A eficácia dos 

fármacos disponíveis (benznidazol e nifurtimox) é limitada à fase aguda da infecção, são 

associados a alta toxicidade e a um longo período de tratamento. Portanto, além do problema 

de adesão ao tratamento em função da sua toxicidade e tempo de tratamento, muitos 

indivíduos são diagnosticados durante a fase crônica da infecção, quando o tratamento é 

ineficaz (URBINA, 2014; JESUS et al, 2021). Sendo assim, a pesquisa por novas alternativas 

terapêuticas  torna-se imperativa.  

Protozoários da família Trypanosomatidae, como a Leishmania sp e o T. cruzi, 

possuem caracteristicamente mitocôndria única com a presença do cinetoplasto que é uma 

região específica onde está concentrado o DNA mitocondrial (TOMÁS; CASTRO, 2013; 

BOMBAÇA et al, 2019). Evidentemente, como a sobrevivência do parasito depende da 

funcionalidade desta organela, isso torna a mitocôndria um alvo importante para o estudo de 

novos fármacos. 

 Através de hibridização molecular foi sintetizada a pterocarpanoquinona LQB-118, a 

qual mostrou atividade sobre várias espécies de Leishmania, tendo a mitocôndria como alvo 

(RIBEIRO et al, 2013; COSTA et al, 2014; CUNHA-JÚNIOR et al, 2016). A LQB-118 

também exibiu atividade anti T. cruzi in vitro e in vivo (AZEVEDO, 2013; BRITO, 2020). 

Pelo fato da Leishmania sp e do T. cruzi pertencerem à mesma família, é plausível supor que 

a LQB-118 também apresente atuação sobre a mitocôndria do T. cruzi. Sendo assim, o 

presente trabalho  objetivou ampliar o estudo acerca do efeito inibitório da LQB-118 sobre o 

T. cruzi, explorando a mitocôndria como possível alvo desta molécula no parasito.  

 No presente estudo verificamos que a LQB-118 reduziu a capacidade infectante das 

tripomastigotas metacíclicas para macrófagos residentes no peritônio. Em outro estudo com o 

uso de produtos naturais, como as cumarinas, objetivando também o efeito antiparasitário, foi 

mostrada a redução da infectividade de tripomastigotas previamente tratadas com essas 

moléculas e usadas para infectar células Vero in vitro. Os autores mostraram que o pré-

tratamento do parasito reduziu o número de células Vero infectadas e o número de 

amastigotas intracelulares por célula associado à redução na expressão de proteínas de 

superfície do T.cruzi responsáveis pela adesão à célula hospedeira como proteínas tipo mucina 

(TcMUC II), proteínas de superfície associadas à mucina (MASPs) e pequenos antígenos de 

superfície de tripomastigotas (TSSA) (RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al, 2019). Através da 
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análise de imagens obtidas por microscopia de luz em nossos resultados, observamos que 

alguns tripomastigotas pré-tratados com a LQB-118 conseguiram aderir aos macrófagos 

peritoneais de camundongo mas não foram capazes de invadir as células. Então, novos 

estudos serão necessários para verificar se a LQB-118 altera moléculas de superfície do 

parasito responsáveis pela adesão à célula hospedeira. 

 Neste trabalho mostramos que a metaciclogênese induzida in vitro foi 

significativamente inibida pela LQB-118, demonstrando que a molécula é capaz de interferir 

na capacidade de diferenciação do parasito, podendo influenciar no curso da infecção. Em 

outro estudo, foi observado que moléculas com poder oxidante estimulam a proliferação do 

parasito enquanto que moléculas com poder antioxidante estimulam a metaciclogênese 

(NOGUEIRA et al, 2015). A LQB-118 mostrou que induz estresse oxidativo sobre células 

tumorais (DE SÁ BACELAR et al, 2013; MARTINO et al, 2014; MARTINO et al, 2019) e 

sobre diferentes  espécies de Leishmania (RIBEIRO et al, 2013; COSTA et al, 2014), 

corroborando, assim, com o poder pró-oxidante que a molécula apresenta, podendo interferir 

diretamente na capacidade proliferativa e infectante dos parasitos.  

 Durante o processo de metaciclogênese, também foi observado que os parasitos 

tratados com a LQB-118 não aderiram à parede dos frascos de cultura, o que pode ter relação 

com a interferência da molécula com o processo de diferenciação já que a adesão do parasito 

é uma etapa importante para iniciar o processo da metaciclogênese (FIGUEIREDO; ROSA; 

SOARES, 2000; CARDOSO; SOARES, 2010). Apesar da LQB-118 ser tóxica para 

epimastigotas levando-as à morte celular (AZEVEDO, 2013), o efeito sobre a inibição da 

metaciclogênese pôde ser observado sobre as formas epimastigotas remanescentes já que foi 

usada a concentração da IC50 neste trabalho, mostrando que a LQB-118 além de levar à morte 

celular em uma população de epimastigotas, inibe a diferenciação naquelas formas 

epimastigotas remanescentes.  

 MENNA-BARRETO e colaboradores (2009) observaram que a atividade citotóxica de 

derivados de naftoquinona sobre epimastigotas de Trypanosoma cruzi é precedida da redução 

ao radical semiquinona preferencialmente pelo complexo I (NADH:ubiquinona 

oxidoredutase) presente na membrana interna mitocondrial. Entretanto, CARRANZA e 

colaboradores (2009) mostraram que o complexo I mitocondrial do T. cruzi, apesar de 

presente, não é funcional. É possível que outras redutases estejam envolvidas na redução 

desses derivados de naftoquinonas, assim como da LQB-118, a qual também é uma derivada 

da mesma molécula base, a naftoquinona. Estudos foram realizados para avaliar a atuação da 

enzima TcAKR, uma aldo-ceto redutase de T. cruzi com atividade de quinona oxidoredutase, 
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e foi observado que ela atuou na redução do β lapachol e outras orto naftoquinonas, com 

geração do radical semiquinona e efeitos citotóxicos para o parasito, como a formação de 

ROS, perda do potencial de membrana e formação de autofagossomos (GARAVAGLIA et al, 

2010; GARAVAGLIA et al, 2018). A LQB-118 também poderia estar atuando como 

substrato para essa enzima, contudo estudos necessitam ser conduzidos para comprovar essa 

hipótese. 

 O radical semiquinona formado dos derivados de naftoquinonas não é oxidado pelo 

complexo III se acumulando na membrana interna mitocondrial onde reage diretamente com o 

oxigênio molecular produzindo o ânion superóxido que, assim, pode ser convertido a H2O2 

por superóxido dismutases. A alta produção de espécies reativas de oxigênio levam ao 

estresse oxidativo que tem efeitos deletérios para o parasito (MENNA-BARRETO et al, 

2009). No presente trabalho, observamos que houve aumento na produção de H2O2 em 

epimastigotas induzido pela LQB-118, corroborando com os dados anteriores sobre o poder 

oxidante que a molécula possui. Esse efeito foi maior com a concentração de 25 µM e com o 

maior tempo de tratamento,  de 48 horas. Por apresentar em sua estrutura química uma 

naftoquinona, a LQB-118 também pode estar induzindo a formação de H2O2 através da reação 

de seu radical reduzido semiquinona com o oxigênio molecular. Para a detecção de peróxido 

foi usada a sonda fluorescente Amplex red que na presença de peroxidade gera resorufina. Na 

mitocôndria, a Amplex red também pode ser convertida a resorufina por carboxilestearases 

independentemente de H2O2 ou peroxidase (MIWA et al, 2016). Então para avaliar se a 

resorufina liberada foi produto da reação entre o H2O2, a Amplex Red e HRP e também se o 

H2O2 formado é de origem mitocondrial, foi adicionado um controle com FCCP, o qual 

transloca prótons através da membrana mitocondrial interna permitindo que a respiração 

mitocondrial atinja sua razão máxima levando a um menor vazamento de elétrons e como 

consequência ocorre menor formação de ROS. Pelos resultados (Gráfico 2 A e B), quando o 

FCCP foi adicionado junto com a LQB-118 houve diminuição do sinal fluorescente em ambas 

as dosagens de 2,5 e  25 µM e tempos de tratamento usados, dando indícios de que o produto 

fluorescente resorufina foi resultado da reação entre o H2O2, o Amplex Red e HRP e que o 

H2O2 formado seria de origem mitocondrial. 

 Visto que a LQB-118 estimulou a formação de ROS em epimastigotas de T. cruzi, 

partimos para avaliar o efeito dessas espécies reativas na mitocôndria e assim estudamos o 

consumo de oxigênio de parasitos desafiados com a LQB-118 em diferentes estados 

respiratórios. O tratamento do T. cruzi com 2,5 µM LQB-118 por 24 horas aumentou o 

consumo do O2 nos diferentes estados respiratórios (Rotina, Oxphos, Leak, ETS e SRC), 
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mostrando que houve aumento da fosforilação oxidativa, além da elevação no fluxo de 

elétrons do sistema de transporte de elétrons pelo aumento no metabolismo de substratos. 

Dessa maneira, a fosforilação oxidativa conseguiu utilizar a mesma capacidade do sistema de 

transporte de elétrons, que do controle não tratado, para a produção de ATP, evidenciado pela 

aproximação do FCR(Oxphos/ETS) e FCR(Leak/ETS) entre controle e tratado a 2,5 µM, e mostrando, 

assim, o acoplamento entre eles.  

DAWSON e colaboradores (2020) estudaram o efeito do envelhecimento na função 

mitocondrial em aves da espécie Taeniopygia guttata e observaram que senescência causava 

perda da qualidade mitocondrial associada ao aumento de ROS. Também observaram  

compensação com aumento no consumo de O2 nos estados Rotina, Oxphos e ETS, além do 

aumento do volume mitocondrial, para prevenir a diminuição na síntese de ATP. Já 

MARTINS e colaboradores (2020) observaram que  epimastigotas de T. cruzi quando tratados 

com o H2O2, apresentavam lesões no DNA nuclear e mitocondrial. O reparo dessas lesões por 

enzimas de reparo presentes no parasito foi acompanhado por um aumento no consumo de O2, 

o qual foi normalizado ao final do processo de restauração do DNA (MARTINS et al, 2020). 

Então, é possível supor que a formação de ROS estimulada pela LQB-118 possa ter causado 

lesões ao DNA mitocondrial e nuclear, e que mecanismos compensatórios possam ter 

ocorrido para manter os níveis de ATP similares ao controle não tratado (Gráfico 4) para o 

reparo, tais como o aumento da capacidade de trabalho da maquinaria da fosforilação 

oxidativa e o aumento do metabolismo de substratos, resultando num maior suprimento de 

elétrons para o sistema de transporte de elétrons. Assim o ATP poderia ser usado no processo 

de reparo das lesões causadas pelo ROS. É possível que com 48 horas de tratamento com 2,5 

µM LQB-118, essas lesões já estivessem reparadas e a função mitocondrial reestabelecida  já 

que não houve diferença no consumo do O2 comparado ao controle não tratado. Podemos 

observar também que houve aumento no volume mitocondrial já que através dos estudos de 

microscopia eletrônica de transmissão observamos um inchaço mitocondrial de parasitos 

tratados. Já  a 25 µM LQB-118, em ambos os tempos de tratamento, observamos a diminuição 

do consumo de O2 nos diferentes estados, resultado sugestivo de que a maquinaria da 

fosforilação oxidativa e o sistema de transporte de elétrons mitocondrial possam ter sido 

afetados.  

Quando as espécies reativas de oxigênio excedem a capacidade antioxidante, leva ao 

estresse oxidativo (PELOSO et al, 2012). Esse fenômeno foi observado após o tratamento 

com derivados de naftoquinonas, assim como do β lapachol, que aumentaram a produção de 

espécies reativas de oxigênio em epimastigotas, além de causar inibição dos complexos 
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mitocondriais III e IV bloqueando o fluxo de elétrons do sistema de transporte de elétrons 

afetando também o potencial de membrana mitocondrial e diminuindo o consumo de O2, 

mostrando que o estresse oxidativo superou a capacidade antioxidante mitocondrial 

(MENNA-BARRETO et al, 2009). No presente estudo, o mesmo processo pode ter sido 

induzido pela LQB-118. É possível que a concentração de 25 µM, uma concentração 10 x 

maior que a IC50, tenha excedido a capacidade antioxidante mitocondrial do parasito causando 

as alterações mitocondriais observadas. Além disso, o parasito não obteve uma demanda de 

energia extra para resistir ao estresse oxidativo, devido à baixa capacidade de reserva (SCR) 

observada. BOMBAÇA e colaboradores  (2019) também observaram que os parasitos tratados 

com os naftoimidazóis aumentaram ROS, assim como a atividade da tripanotiona redutase e 

os efeitos deletérios como a diminuição do consumo de O2 e inibição dos complexos 

mitocondriais acompanharam os parasitos tratados, mostrando que o estresse oxidativo 

superou a capacidade antioxidante mitocondrial (BOMBAÇA et al, 2019). Estudos são 

necessários para avaliar como está a capacidade antioxidante mitocondrial do parasito frente 

ao tratamento com a LQB-118. Observamos, também, que em ambos os tempos de tratamento 

com 25 µM LQB-118, o FCR(Oxphos/ETS) esteve baixo e o FCR(Leak/ETS) alto. Este dado 

demonstra que o sistema de transporte de elétrons e a respiração estão mais associadas ao 

Proton Leak, com baixa capacidade da fosforilação oxidativa em utilizar o sistema de 

transporte de elétrons para a produção de ATP evidenciando, assim, um desacoplamento. O 

desacoplamento da fosforilação oxidativa do sistema de transporte de elétrons pode ser 

causado por inibição de complexos mitocondriais com redução na oxidação de substratos 

(SAPPAL et al, 2015; DE CARVALHO et al, 2017; FÉLIX et al, 2017). Esse processo, então, 

pode estar ocorrendo nas epimastigotas de T. cruzi tratadas com a maior concentração de 

LQB-118 (25 µM), havendo a necessidade de uma avaliação complementar sobre a atividade 

dos complexos mitocondriais para comprovação.  

 O tratamento do parasito com a LQB-118 não alterou a concentração de ATP 

comparado ao controle não tratado. Os níveis de ATP intracelular em parasitos tratados  com 

a  IC50 da LQB-118 acompanharam os resultados da análise do consumo de oxigênio em 

Oxphos sugerindo que o ATP pode estar sendo produzido na mitocôndria através da 

fosforilação oxidativa. Quando tratados com 25 µM LQB-118, houve diminuição do consumo 

de oxigênio em Oxphos mas a análise de ATP intracelular não alterou em relação ao controle. 

Com a produção de ATP mitocondrial diminuída, o ATP pode estar sendo produzido através 

da via glicolítica. SARAIVA e colaboradores (2022) demonstraram que epimastigotas em 

hipóxia tiveram a produção de ATP através da fosforilação oxidativa diminuída, mas que o 
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ATP se mantinha alto quando comparado a parasitos em normóxia em consequência do 

aumento do metabolismo glicolítico. A produção de ATP através da via glicolítica parece ser, 

então, um dos mecanismos adaptativos do parasito quando a produção mitocondrial de ATP 

por meio da fosforilação oxidativa está prejudicada. Esse mecanismo compensatório pode 

estar acontecendo quando os parasitos são desafiados com  a LQB-118. Um outro mecanismo 

adaptativo que pode explicar como o tratamento com 25 µM LQB-118 não afetou a produção 

intracelular de ATP seria a redução da demanda energética pelo parasito. O T. cruzi necessita 

de energia para seus processos biológicos como proliferação, diferenciação, infectividade, 

sobrevivência intracelular e resistência a diferentes condições de estresse (SOUZA et al, 

2020). A redução da demanda energética é uma estratégia utilizada por muitos organismos 

eucariotos quando submetidos a um estresse ambiental. Assim, o metabolismo é reduzido e a 

utilização de ATP é reservada para os processos essenciais de resistência ao estresse e  

sobrevivência da célula (STOREY; STOREY, 2007). No intuito de sobreviver ao estresse 

oxidativo provocado por concentrações mais altas da LQB-118, o parasito pode estar 

reduzindo sua demanda de energia com o objetivo de sobreviver ao estresse. Resultados 

similares foram obtidos por MARTINS e colaboradores (2020), que estudaram a cinética de 

reparo de lesões nucleares e mitocondriais no T. cruzi causadas pelo carcinogênico 

metanossulfonato de metila. Os autores observaram que as lesões causadas pelo carcinogênico 

no núcleo e na mitocôndria foram reparadas em 24 horas e somente a partir desse tempo o 

parasito começou a proliferar, não havendo alteração nos níveis de ATP entre as células 

tratadas e não tratadas durante as 24 horas. Inicialmente a célula direciona sua energia para o 

reparo de lesões com o objetivo de sua sobrevivência e somente depois a proliferação do 

parasito é iniciada. Portanto, estudos complementares serão necessários para avaliar o padrão  

de proliferação das formas epimastigotas com a possível redução da sua demanda energética 

causada pelo tratamento com a LQB-118 em 24 e 48 horas. Interessantemente, estudos 

anteriores do nosso grupo  mostraram que a LQB-118 reduziu significativamente o número de 

epimastigotas e amastigotas intracelulares, após 96 e 72 horas de tratamento, respectivamente, 

reduzindo também a motilidade das formas tripomastigotas após 48 horas (AZEVEDO, 

2013). 

 As imagens da ultraestrutura dos parasitos mostraram que a mitocôndria do parasito 

foi alvo da molécula, onde foi evidenciado inchaço mitocondrial e estruturas de membrana 

concêntrica na organela dos parasitos tratados. Esses dados corroboram com os estudos 

realizados em Leishmania amazonensis, onde foi mostrado que o tratamento com a LQB-118 

induziu inchaço mitocondrial, além de desorganização do complexo de Golgi e condensação 
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da cromatina nuclear (RIBEIRO et al, 2013), alterações estas observadas também com o T. 

cruzi no presente trabalho. Os resultados mostram, então, que assim como em Leishmania, a 

LQB-118 atua de maneira similar no T. cruzi tendo como alvo principal a mitocôndria desses 

parasitos, ambos pertencentes à família Trypanosomatidae. Foram observados também no 

presente estudo,  a presença de estruturas de membrana concêntrica dentro da mitocôndria e 

vacúolos autofágicos na célula, sugestivos de morte celular por autofagia (PEDRA-

REZENDE et al, 2021). A autofagia é o processo natural de reciclagem de estruturas celulares 

durante o crescimento e desenvolvimento celular. Esse processo também auxilia na 

sobrevivência das células quando há limitação nutricional ou algum dano celular, onde 

organelas ou o conteúdo celular são entregues aos lisossomos  para serem autodigeridos. 

Quando ocorre uma hiperativação do processo de autofagia e os esforços da célula para sua 

sobrevivência falham, leva à morte celular (ZANDBERGEN et al, 2010; YONEKAWA; 

THORBURN, 2013; DENTON; KUMAR, 2019). Apesar dos indícios que a LQB-118 causa 

morte celular por apoptose em células tumorais e em Leishmania (DE SÁ BACELAR et al, 

2013; RIBEIRO et al, 2013; COSTA et al, 2014; MARTINO et al, 2014; MARTINO et al, 

2019), alguns trabalhos sugeriram que derivados de naftoquinonas levaram à morte celular 

por autofagia em epimastigotas do T. cruzi. Quando o parasito foi tratado com esses 

derivados, exibiu a formação de autofagossomos (MENNA-BARRETO et al, 2009; LARA et 

al, 2018).  

Já DOS ANJOS e colaboradores (2016) observaram que o tratamento de epimastigotas 

com um derivado do β lapachol induziu morte celular com características de apoptose, 

autofagia e necrose, com fragmentação de DNA nuclear, exposição de fosfatidilserina, 

formação de autofagossomos e perda de integridade da membrana plasmática. No presente 

trabalho, além de características sugestivas de morte celular por autofagia observadas por 

MET, as imagens de microscopia eletrônica de varredura mostraram o arredondamento e 

encolhimento de parasitos tratados. Essas últimas características, assim como a condensação 

da cromatina nuclear observada na microscopia eletrônica de transmissão, são sugestivas de 

morte celular por apoptose (XU; LAI; HUA, 2019). A autofagia e apoptose podem levar à 

morte celular isoladamente ou em um processo combinado entre elas onde a indução de 

autofagia pode coincidir com a indução de apoptose com a morte celular ocorrendo por esta 

última via, a indução da autofagia pode ativar e desencadear a morte celular por apoptose ou 

pode haver uma ação coordenada entre a apoptose e autofagia e ambas levarem à morte 

celular (DENTON; KUMAR, 2019). O tratamento com a maior concentração de LQB-118 

(25 µM), induziu alterações no flagelo e perda da integridade de membrana plasmática no 
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parasito, sugestivo de morte celular por necrose (D’ ARCY; 2019). DE PAULA e 

colaboradores (2020) observaram efeito similar no flagelo e na membrana plasmática quando 

epimastigotas foram tratados com 1,5- diarilpentanóide dibenzilidenoacetona e esses efeitos 

foram tempo e concentração dependentes. O processo de autofagia quando exacerbado pode 

levar à morte celular por necrose (PROTO; COOMBS; MOTTRAM, 2013; DOS ANJOS et 

al, 2016), o que nos leva a sugerir que o tratamento com 25 µM LQB-118 pode ter induzido 

um processo de autofagia exacerbado no parasito, levando à perda da integridade de 

membrana e possivelmente à morte celular por necrose. Como foi observado que existem 

características presentes dos três processos de morte celular no presente trabalho, outros 

estudos são necessários para delinear o mecanismo de morte celular envolvido no tratamento 

do T. cruzi com a LQB-118.  

 Em resumo, os estudos da LQB-118 sobre o T. cruzi mostram que a molécula tem 

como alvo a mitocôndria do parasito, estimulando a formação de ROS dose e tempo 

dependente levando ao estresse oxidativo que altera o metabolismo mitocondrial de forma 

concentração-dependente, aumentando o consumo de O2 como um mecanismo compensatório 

para manter os níveis de ATP normais e em doses mais altas de LQB-118 o consumo de O2 é 

diminuído, possivelmente por danos causados pelo estresse oxidativo ao sistema de transporte 

de elétrons e à maquinaria da fosforilação oxidativa que pode ter superado a capacidade 

antioxidante do parasito. Além disso, em doses mais altas de LQB-118, o parasito utiliza 

outros mecanismos compensatórios para manter os níveis de ATP normais quando a sua 

produção através da fosforilação oxidativa está diminuída, no intuito de sua sobrevivência. O 

tratamento também afeta algumas funções no parasito como infectividade e metaciclogênese, 

além de provocar alterações ultraestruturais. 
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 CONCLUSÕES 

 

 

a) O tratamento com a LQB-118 reduziu a infectividade em células de mamíferos 

e seu poder de se diferenciar para tripomastigotas metacíclicos; 

 

b) A LQB-118 induz a formação de H2O2  mitocondrial em epimastigotas; 

 

c)  Ocorre alterações na bioenergética mitocondrial com o tratamento do parasito 

com a molécula, afetando o consumo de O2 nos diferentes estados respiratórios; 

 

d) O tratamento com a LQB-118 não alterou a concentração intracelular de ATP, 

possivelmente sustentado por acionamento de mecanismos compensatórios como 

produção de ATP através da via glicolítica ou redução da demanda energética; 

 

e) A LQB-118 provoca alterações ultraestruturais na mitocôndria do parasito e 

sinais de morte celular por apoptose, necrose e autofagia. 
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