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Esta tese foi desenvolvida no Laboratório de Bioquímica de 

Tripanosomatídeos do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), sob orientação da Dra. 

Leonor L. Leon. Parte do trabalho experimental, incorporada nos capítulos 2, 4 e 5, 

foi realizada no Departamento de Biologia Molecular de Patógenos em colaboração 

com os Drs. John M. Kelly e Martin C. Taylor, na London School of Hygiene and 

Tropical Medicine (LSHTM), Londres, Reino Unido, com base no Programa  de 

Doutorado Sanduíche,  Ciência Sem Fronteiras. 

Esta tese é composta por 2 artigos, 1 manuscrito a ser submetido, e pelo  

capítulo 4 e anexo 1 que tratam dos temas Glioxalase e Luciferase, respectivamente.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Que me dêem uma boa razão para que os jovens se apaixonem pela Ciência. Sem 

isto, a parafernália educacional permanecerá flácida e impotente. Porque sem uma 

grande paixão não existe conhecimento." 

 

Rubem Alves 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta tese aos meus pais Márcio e 

Elizabeth, por todo amor, suporte, paciência e 

compreensão.  

 



 

AGRADECIMENTOS 

Aos meus pais Márcio e Elizabeth, e irmãos Maria, Márcia e Marco Antônio  por todo 
carinho e suporte ao logo destes anos.  Amo vocês!   

À Dra. Leonor Leon, excelente profissional e orientadora, pela confiança em mim 
depositada e pela competência com a qual me conduziu até aqui. Obrigada por 
todos os ensinamentos e por ser um exemplo de motivação! Tenho muito  orgulho 
de ter  feito  parte da sua história científica!   

Ao Dr John Kelly, por ter me recebido tão bem em seu laboratório, dando-me apoio e 
transmitindo-me grandes conhecimentos. Obrigada pela gentileza e entusiasmo com 
que me orientou durante o doutorado sanduíche. Experiência inesquecível!   

À Dra. Denise Castro-Pinto pelo apoio em todos os momentos desde o início da 
tese, pelas nossas discussões científicas, pelo entusiasmo e disposição em  
solucionar os desafios da  tese, pela amizade e compreensão, muito obrigada.   

À Dra. Marilene Marcuzzo do Canto-Cavalheiro, pelo apoio e incentivo sempre. 
Nossas  discussões sobre química e cultura foram muito enriquecedoras para mim. 

À Dra Márcia Berredo-Pinho, pelos ensinamentos, energia e determinação 
contagiantes.  Sua contribuição  foi sem dúvida, essencial para o desenvolvimento 
deste trabalho. 

Aos colaboradores Áurea Echevarria, Leonardo Gomes, Grazielle Ribeiro, Myrtes 
Bellieny, Carla Goulart, Christian Reis e Taane Clark que gentilmente contribuíram 
para que este trabalho fosse realizado. Muito obrigada!   

Aos amigos Martin Taylor, Amanda Francisco, Alex McLatchie, Michael Lewis e 
Laura Mueller, não apenas pelos ensinamentos científicos, como também, pelos 
momentos tão divertidos no laboratório. 

Aos "amigos do pub" David, Christian, Tapan, Ellie, Laura, Nuno, Bekah, Jiali, Paul, 
Beak, Lou, Chevonne, Harvey e Gisela  pela  "London Pride", companheirismo  e  
momentos impagáveis que passamos juntos. 

Ao querido amigo Ozan Gundogdu pelo carinho, apoio e amizade, teşekkür ederim!   

Aos queridos amigos Liliane, Raquel, Karen, Marcos e Dawn pelo carinho, amizade, 
apoio em diversos momentos, contem comigo sempre!  

A todos os amigos do LBqT, principalmente Renata, Gérzia, Mariela, Caio, Elmo, 
Valter, Edezio, Solange, Viviane, Luiza, Job, Fernanda, Rosa, Karine, Klaus e 
Ludmila pelos momentos científicos e descontraídos que passamos ao longo  
desses anos.  

À coordenação de Pós-Graduação em Biologia Parasitária, pelo suporte dado ao 
desenvolvimento da minha tese e à CAPES  pelo apoio financeiro. 

 

 

https://www.facebook.com/profile.php?id=36809795


 

ABREVIATURAS 

 

 

Pgp                            Glicoproteína-P 

2-MEOTIO                  4-N-(2′-metoxi estiril)-tiossemicarbazona 

3-MEOTIO                  4-N-(4’-hidroxi-3’-metoxi estiril)- tiossemicarbazona 

BZ                               Benznidazol 

MDR                            Multidrug resistance 

ABC                             ATP-binding cassette 

LIT                               Liver infusion tryptose 

PBS                             tampão salina fosfato 

M15                             T. cruzi  resistente ao 2- MEOTIO                   

B15                              T. cruzi resistente ao BZ 

LA10                            L. amazonensis resistente ao 3-MEOTIO                   

NTR                             Nitrorredutase 

VP                                Verapamil 

CsA                              Ciclosporina A 

SOV                             Sodium orthovanadate 

SBF Soro fetal bovino  

LTA Leishmaniose tegumentar americana 

LVA Leishmaniose visceral americana 

  

  

  

  

 

 

 

 

 

µg Micrograma 

µM Micromolar 

g Grama 

µL microlitro 



 

Índice 

  

Dedicatória vii 

Agradecimentos viii 

Abreviaturas ix  

Resumo xii 

Abstract xiii 

1. Introdução 01 

1.1.    Doença de Chagas 02 

1.1.1. Agente etiológico e ciclo evolutivo 03 

1.1.2. Considerações gerais sobre a doença de Chagas 06 

1.2.    Leishmaniose 10 

1.2.1. Agente etiológico e ciclo evolutivo 12 

1.2.2. Considerações gerais sobre a leishmaniose 13 

1.3.    Tiossemicarbazonas 14 

1.4.    Mecanismo de resistência a drogas  18 

1.4.1.  Glicoproteína-P 

       1.4.2.  Nitrorredutases 

19  

22 

2. Objetivos 25 

3. Capítulo 1 - Campos et al. P-glycoprotein efflux pump plays an 

important role in Trypanosoma cruzi drug resistance, Parasitol 

Res, 2013,112(6): 2341-51  

27 

4. Capítulo 2 - Campos et al. Immunolocalization of P-glycoprotein in 

drug resistant trypanosomatids. A ser submetido para 

publicação. 

41 

5. Capítulo 3 - Campos et al. Benznidazole-resistance in 

Trypanosoma cruzi: Evidence that distinct mechanisms can act 

in concert, Mol Biochem Parasitol, 2014, 193(1):17-9. 

53 

  

  

  

  

  

  



 

6. Capítulo 4 - Análise do papel da enzima glioxalase I no 

mecanismo de resistência ao Benznidazol em Trypanosoma 

cruzi  

57 

7. Anexo 1 - Validação in vitro de cepas de T. cruzi transgênicas 

expressando o gene red-shifted-luciferase  

66 

8. Discussão 79 

9. Conclusões 91 

10. Referências bibliográficas 94 

  



 

                                                RESUMO 

 

 Os tratamentos disponíveis para a doença de Chagas e as leishmanioses não 

são eficientes e apresentam alta toxicidade. Diversos estudos mostram que há 

possibilidade de indução de resistência de Trypanosoma cruzi ao Benznidazol 

(BZ) o que pode interferir na eficácia do tratamento. O mesmo tem sido relatado 

com relação aos fármacos utilizados para o tratamento das leishmanioses, 

embora não exista um mecanismo de ação definido para a resistência a drogas 

nestes protozoários. Neste trabalho foram focalizados dois potenciais 

mecanismos: 1) atividade da glicoproteína-P (Pgp), uma proteína de membrana 

que atua como uma bomba de efluxo dependente de energia e associada ao 

fenótipo de resistência a múltiplas drogas (MDR); 2) a enzima nitrorredutase 

presente em T. cruzi (TcNTR), reponsável pela redução de nitroderivados, como 

BZ, para obter o efeito tripanocida. Na busca de novos compostos seletivos 

contra T. cruzi e Leishmania amazonensis, nosso grupo vem estudando 

derivados da classe das tiossemicarbazonas. Em estudos prévios foi observado 

que o derivado 4-N-(2-metoxi-estiril)-tiossemicarbazona (2-MEOTIO) foi o 

composto mais efetivo sobre diferentes formas de T. cruzi, enquanto 4-N-(4’-

hidroxi-3’-metoxi-estiril)-tiossemicarbazona (3-MEOTIO) se mostrou o mais 

eficiente contra L. amazonensis. O mecanismo de resistência a estes compostos 

foi avaliado, e nossos resultados mostram a participação da Pgp na resistência a 

2-MEOTIO e BZ em T. cruzi, e a 3-MEOTIO em L. amazonensis. Ainda, em T. 

cruzi a participação da Pgp parece estar associada não somente à membrana 

plasmática, como também à mitocôndria. Em T. cruzi, a perda da função do gene 

da TcNTR está relacionada à resistência ao BZ, no entanto, foi possível 

demonstrar que outros mecanismos de resistência estão atuando em conjunto 

nestes parasitos, e ainda, que os mecanismos são diferentes entre clones 

isolados de uma mesma população (B15). Também descrevemos nesta tese, a 

validação in vitro da expressão da luciferase em diferentes cepas de T. cruzi 

transfectadas com o gene red-shifted-luciferase, a serem utilizadas em futuros 

ensaios de imagem por bioluminescência in vivo. Os mecanismos de resistência 

a drogas em T. cruzi e L. amazonensis apresentados neste trabalho podem 

contribuir para a identificação de novos alvos nestes tripanosomatídeos, 

objetivando o desenho racional de novas drogas para o tratamento da doença de 

Chagas e leishmanioses. 



 

ABSTRACT 

 

 The available drugs for the treatment of Chagas disease and leishmaniasis 

are not efficient and cause toxic side effects. Several studies show the possibility 

of drug resistance induction to Benznidazol (BZ) in Trypanosoma cruzi, which 

may interfere with the treatment efficacy. The same has been observed regarding 

compounds used to treat leishmaniasis, although more studies on drug resistance 

mechanism are needed. In the present study we focused on two potential drug 

resistance mechanisms: 1) P-glycoprotein (Pgp) activity, a membrane protein 

which acts as an efflux pump energy-dependent and is associated with the 

multidrug resistance fenotype (MDR); 2) the enzyme nitroreductase (TcNTR) 

found in T. cruzi, which is responsible for the reduction of nitroheterocyclic 

derivatives, such as Bz and Nifurtimox, generating metabolites with trypanocidal 

activity. In the search for new selective drugs for the treatment of Chagas disease 

and leishmaniasis, our group has been studying compounds from the class of the 

thiosemicarbazones. Previous studies showed that the 4-N-(2-methoxy-styryl)-

thiosemicarbazone (2-MEOTIO) was the most efficient compound on different 

forms of T. cruzi, whereas 4-N-(4’-hidroxy-3’-methoxy styryl)-thiosemicarbazone 

(3-MEOTIO) was the most active on Leishmania amazonensis. Here we 

evaluated the drug resistance mechanism to both thiosemicarbazone derivatives, 

as well as, to BZ which was used as reference drug for T. cruzi. Our results show 

the participation of Pgp in the resistance to both 2-MEOTIO and BZ in T. cruzi, as 

well as in the resistance in  L. amazonensis to  the compound  3-MEOTIO. 

Interestingly, in T. cruzi the participation of Pgp is related to its localization not 

only in the plasma membrane but also in the mithocondrion. In addition, in T. 

cruzi, the loss of the TcNTR gene function is involved in BZ-resistance, however it 

was also shown that other mechanisms of drug resistance are also involved and 

that that these mechanisms may be different even among clones obtained from a 

single population (B15). We also described here the in vitro validation of the 

expression of  luciferase in different T. cruzi strains transfectaded with the red-

shifted-luciferase gene, which will be further used in bioluminescence imaging 

assays in vivo. The drug resistance mechanisms in T. cruzi and L. amazonensis 

shown here may be useful in the identification of  parasite targets, aiming the 

rational design of new drugs to treat for Chagas disease and leishmaniasis. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 



 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A doença de Chagas (tripanosomíase americana) e as leishmanioses são 

doenças tropicais causadas por protozoários parasitos. Atingem principalmente as 

classes menos favorecidas da sociedade, e por isso, o investimento em políticas de 

controle da transmissão não é uma prioridade das autoridades nas regiões 

endêmicas. Portanto, essas parasitoses estão incluídas dentro da classificação de 

doenças negligenciadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS). 

 

1.1. Doença de chagas 

 

 A descoberta da doença de Chagas em 1909 pelo médico brasileiro Carlos 

Chagas foi um dos mais importantes acontecimentos na história da biologia 

parasitária no Brasil. Pela primeira vez, um único pesquisador descreveu um novo 

parasito, seu vetor, seu ciclo silvestre e domiciliar, animais suscetíveis à infecção, 

sintomatologia, formas clínicas, mecanismos de transmissão, epidemiologia e 

profilaxia (Chagas, 1909a,b, 1910, 1916a,b). No entanto, os humanos já eram 

acometidos pela doença de Chagas há pelo menos 9.000 anos, segundo estudo de 

paleoparasitologia realizado em múmias encontradas no deserto do Atacama, no 

Chile (Aufderheide e cols., 2004).  

 

 A doença de Chagas é endêmica em 21 países da América Latina e é a 

doença parasitária responsável por mais mortes na região. A estimativa da 

Organização Mundial da Sáude (OMS, 2013) é de que 8 milhões de pessoas 

estejam infectadas e 100 milhões estejam sob risco de infecção. Devido à 

migração de pessoas a partir das regiões endêmicas, casos da doença têm sido 

registrados em países como Estados Unidos, Australia, e Espanha. Embora 

alguns casos de transmissao vetorial autóctone tenham sido registrados nos EUA 

(Bern e cols., 2011), as principais formas de transmissão da doença de Chagas 

nas áreas não-endêmicas são a transfusão sanguínea, doação de órgãos e 

transmissão congênita. Nestes países, a falta de conhecimento por parte dos 

profissionais de saúde sobre a doença, suas formas de transmissão e 

diagnóstico pode resultar em graves. 



 

consequencias à saúde pública a longo prazo (Rassi e cols., 2010; Coura & Viñas, 

2010; Bern e cols., 2011; Hotez e cols., 2013.) (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1: Estimativa do número de imigrantes infectados com T. cruzi em áreas não 

endêmicas (2004-2008) (Fonte: Rassi e cols., 2010) 

 

 

1.1.1.  Agente etiológico e ciclo evolutivo 

 

O agente etiológico da doença de Chagas, o protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi (Ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae), apresenta 

ciclo biológico heteroxênico e envolve, obrigatoriamente, passagens através de 

hospedeiros vertebrados (mamíferos distribuídos nas ordens: Edentata, Carnívora, 

Rodentia, Marsupialia, Artiodactyla, Logomorpha, Chiroptera e Primata) e vetores 

invertebrados (triatomíneos hemípteros da família Reduviidae) (Brener, 1973). Nos 

hospedeiros invertebrados, o parasito está presente nas formas epimastigota e 

tripomastigota metacíclica. Nos hospedeiros vertebrados, este se apresenta nas 

formas tripomastigota sanguícola, encontrado no sangue circulante e, amastigota, 

esta última presente principalmente no interior de células nucleadas (Ley e cols., 

1988, 1990; Rey, 2001, Figura 2). 

 

 



 

 

Figura 2: (A) Triatomíneo da espécie Rhodnius prolixus; (B) formas epimastigotas 

de T. cruzi (www.cienciaviva.org.br); (C) forma tripomastigota de T. cruzi na corrente 

sangüínea, visto ao microscópio eletrônico (Imagem: Rubem Menna-Barreto); (D) 

formas amastigotas de T. cruzi interiorizadas em tecido muscular. 

(www.uga.edu/cellbio/tarleton.htmL). 

 

 O T. cruzi apresenta uma estrutura populacional multiclonal, além de elevada 

diversidade intraespecífica biológica, bioquímica e genética (Engel e cols., 1982; 

Barnabé e cols., 2000; Lewis e cols., 2009). Estes parasitos foram classificados 

dentro de seis unidades discretas de tipagem (DTUs) recentemente renomeadas a 

TcI-TcVI (Zingales e cols., 2009). O termo DTU foi proposto para descrever grupos 

de parasitos que são geneticamente mais similares uns aos outros que a qualquer 

membro de outro grupo, e são explorados para estudos de epidemiologia molecular 

e evolução (Tibayrenc, 1998). TcI é o mais abundante e disperso DTU nas 

Américas, encontrado tanto no ciclo domiciliar quanto no ciclo silvestre de T. cruzi e 

está associado principalmente à cardiomiopatia chagásica (Ramírez e cols., 2010). 

TcIII and TcIV estão geralmente associados ao ciclo silvestre, embora casos de 

infecção aguda tenham sido relatados na região Amazônica brasileira (Miles e cols., 

1981; Monteiro e cols., 2010). TcII tem sido isolado principalmente de ciclos 

domésticos e pode estar associado tanto a manifestações cardíacas quanto 

digestivas da doença (Virreira e cols., 2006). Estudos comparativos de genética 

molecular têm demonstrado que TcV e TcVI são híbridos de TcII e TcIII, geralmente 

encontrados no ciclo domicilar (Lewis e cols., 2011).   

 

http://www.uga.edu/cellbio/tarleton.html


 

A transmissão do tripanosoma ocorre no momento do repasto sanguíneo do 

triatomíneo, quando este elimina juntamente com suas fezes e urina as formas 

tripomastigotas metacíclicas, que penetram no hospedeiro através das mucosas, 

principalmente ocular, ou escoriações já existentes na pele ou provocadas ao coçar 

a região da picada (Köberle, 1968; Kirchoff, 1993; Prata, 1994; Rey, 2001). No 

hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metacíclicos se diferenciam em formas 

amastigotas no interior das células nucleadas, se multiplicando intensamente por 

divisão binária. Em um processo posterior de diferenciação, há o aparecimento de 

formas tripomastigotas, que são liberadas para a circulação sanguínea, após o 

rompimento das células hospedeiras e que podem infectar novas células ou serem 

ingeridas pelo inseto vetor, dando assim continuidade ao ciclo (Prata, 2001) (Figura 

3).   

 

 

 

Figura 3: Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi 

(adaptado de www.dpd.cdc.gov/dpdx). 

 

 

Em 2006, o Ministério da Saúde do Brasil recebeu a Certificação Internacional de 

Eliminação da Transmissão da Doença de Chagas conferida pela Organização 

 



 

Pan-Americana da Saúde (OPAS) (Dias, 2006). Embora a transmissão pelo T. 

infestans esteja controlada no Brasil, outras espécies da subfamília Triatominae são 

potenciais vetores da doença, e podem ocupar o nicho da espécie eliminada 

(Schofield e cols., 2006). Além disso, nos últimos anos, os casos de surto por via 

oral têm se tornado cada vez mais frequentes, geralmente com quadros agudos 

severos (Steindel e cols., 2008). Neste tipo de infecção, as formas tripomastigotas 

metacíclicas penetram no epitélio das mucosas, se transformam em amastigotas e 

se replicam intracelularmente. Mais da metade dos casos agudos da doença de 

Chagas, registrados na Amazônia brasileira entre 1968 e 2000, pode ser atribuída à 

transmissão por via oral através de alimentos contaminados (Coura e cols., 2002). 

Surtos de doença de Chagas devido à ingestão de bebidas e alimentos 

contaminados também têm sido relatados nas regiões Sul (Silva e cols., 1968; 

Steindel e cols., 2008), e Nordeste do Brasil (Shikanai-Yasuda e cols., 1991; Bastos 

e cols., 2010) e em outros países da América do sul, tais como, Colômbia (Cáceres 

e cols., 1999; Hernández e cols., 2009) e Venezuela (Noya e cols., 2010; Marques e 

cols., 2013), e estão associados a elevadas taxas de mortalidade, principalmente 

devido à miocardite. Outras formas de transmissão da doença incluem a 

transfusional (Castro, 2009), congênita (Torrico e cols., 2007), acidentes em 

laboratório, principalmente pela via parenteral (revisto em Herwaldt, 2001), 

transplante de órgãos (Altclas e cols., 2008; Campos e cols., 2008) e amamentação 

(Bittencourt e cols., 1988; Rassi e cols., 2004). A doença de Chagas também tem 

sido reconhecida como uma doença oportunista em indivíduos portadores do vírus 

HIV (Hotez e cols., 2012). 

 

 

1.1.2. Considerações gerais sobre a doença de Chagas 

 

 A doença de Chagas apresenta duas fases distintas: aguda e crônica. Logo 

após a infecção, inicia-se a fase aguda da doença, geralmente com curta duração, 

que pode apresentar-se de forma assintomática ou com sintomas que variam desde 

dor de cabeça à miocardite intensa (em aproximadamente 10% dos casos). Se a 

infecção não for tratada, desenvolve-se a fase crônica sintomática em cerca de um 

terço dos indivíduos, após longo período de latência (10-30 anos), também 

conhecido como forma indeterminada. As principais manifestações clínicas da 

doença de Chagas incluem alterações digestivas e/ou cardíacas, embora alterações 



 

no sistema nervoso central e periférico também possam ser percebidas (Rassi Jr e 

cols., 2010, 2012). Na forma crônica digestiva as manifestações clínicas são devido 

à disperistalse do esôfago e do colón causada pela destruição do plexo mioentérico 

levando à mega síndromes (Coura & Borges-Pereira, 2011). A forma crônica 

cardíaca é a manifestação clinica mais significativa incluindo cardiomiopatia dilatada, 

falha cardíaca congestiva, arritmias, cardioembolismo, e morte súbita (Machado e 

cols., 2012a,b). A patogenia da doença é caracterizada por processo inflamatório 

persistente, com resposta anti-parasitária e/ou autoimune, associado à baixa carga 

parasitária (Tarleton, 2003; Higuchi e cols., 2003; Rocha e cols., 2007; Marin-Neto e 

cols., 2008; Rassi e cols., 2009).  

 

A partir da década de 50, diferentes séries de drogas foram testadas sem 

êxito em pacientes chagásicos e, somente a partir da década de 60 surgiram dois 

fármacos no mercado para tratamento desta patologia: os nitroderivados Nifurtimox 

(Figura 4a) e Benznidazol (Figura 4b). Nifurtimox (N3-metil-4-(5'-

nitrofurfurilideneamina) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dioxido), é um nitrofurano 

desenvolvido pela Bayer em 1967 e comercializado como Lampit®. Atualmente, 

Nifurtimox é produzido pela Bayer HealthCare em El Salvador.  Benznidazol (BZ, N-

benzil-2-nitroimidazol acetamida) é um nitroimidazol desenvolvido pela Roche em 

1972 e comercializado como Rochagan® ou Radanil®, mas atualmente tem sido 

produzido pelo Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE).  

Uma nova formulação pediátrica do BZ, fruto de uma parceria entre a DNDi e o 

LAFEPE está registrada no Brasil pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária. O 

tratamento é mais simples de ser administrado e é adaptado às crianças de até dois 

anos de idade. Ambas as drogas são efetivas contra a fase aguda da doença, no 

entanto, mostram pouca eficácia nas infecções crônicas (Coura & Borges-Pereira, 

2011) e devido aos severos efeitos colaterais e limitada eficácia contra diferentes 

isolados (Brener e cols., 1993) ambos os nitroderivados  estão longe de serem 

considerados a melhor opção de tratamento a ser oferecida aos pacientes. 
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Figura 4: Fármacos disponíveis para o tratamento da doença de Chagas (a) 

Nifurtimox, (b) Benznidazol  

 

Os resultados obtidos com estes tratamentos variam de acordo com a fase da 

doença, a dose e o período de tratamento, bem como, a idade dos pacientes (Jannin 

& Villa, 2007). Em geral, os melhores resultados são obtidos em casos agudos da 

infecção, principalmente em crianças, estimando-se um percentual médio de cura 

parasitológica em torno de 60% (De Andrade e cols., 1996; Sosa-Estani e cols., 

1998). A maior limitação destes compostos é a baixa atividade na fase crônica da 

doença. Além disso, estes dois nitroderivados apresentam efeitos colaterais sérios, 

sendo em alguns casos o tratamento é temporariamente suspenso ou mesmo 

abandonado. No caso de Nifurtimox incluem anorexia, emagrecimento, alterações 

psíquicas, excitabilidade ou sonolência e manifestações digestivas. No caso de BZ, 

dermatites com erupção cutânea, edema generalizado, febre, enfartamento 

ganglionar, dores articulares e musculares, depressão da medula óssea e 

polineuropatia periférica (Coura, 1996; Viotti e cols., 2009).  

 

 Tendo em vista o conhecimento acerca da eficácia versus toxicidade de 

ambos os compostos nitroderivados, a recomendação atual para o uso dos mesmos 

no tratamento da doença de Chagas são os casos agudos (incluindo reativação 

devido à imunossupressão), casos crônicos recentes (incluindo crianças de ate 12 

anos de idade), forma indeterminada ou crônica benigna, a critério do medico. 

Dentre as contraindicações para o tratamento destacam-se a gravidez, insuficiência 

renal ou hepática, doenças neurológicas não associadas a doença de Chagas e 

doença de Chagas em fase avançada com cardiopatia de grau III ou IV (OPS/OMS) 

(Coura, 2009). 

 

Desde 1912 muitas tentativas terem sido feitas visando o tratamento da doença 

de Chagas, porém após a introdução de Nif e BZ, apenas alopurinol  e os agentes 

fungicidas cetoconazol, fluconazol e itraconazol foram usados para tratar pacientes 

chagásicos em ensaios clinicos (Brener e cols., 1993; Apt e cols., 2005). Porém, em 

2011, três ensaios clínicos de fase II começaram com o uso de posaconazol (um 

analogo estrutural do itraconazol) e E1224, uma pró-droga do ravuconazol. Ambos 

são derivados do triazol que inibem a enzima  lanosterol 14-alfa-desmetilase 

dependente de  citocromo P-450 (CYP51) (Urbina, 2009). Dois estudos clínicos 



 

foram feitos com posaconazol, STOP-CHAGAS (em Argentina, Colombia, Mexico e 

Venezuela, financiado pela Merck) com resultados esperados até 2014 e 

CHAGASAZOL (na Spain, University Hospital Vall d’Hebron Research Institute em 

Barcelona) finalizado em Março 2013 (resultados não postados em 

http://clinicaltrials.gov/show/NCT01162967, até o dia 4 de maio de 2014). O outro 

estudo usando o composto E1224 (DNDi/Eisai Pharmaceuticals), foi realizado na 

Bolívia, que se mostrou segura e eficaz na cura parasitária, porém tal eficácia não foi 

mantida após um ano de tratamento como uma medicação única. As principais 

desvantagens dos derivados azólicos, como o posaconazol, são sua complexidade e 

alto custo de produção (Urbina, 2009).  Alguns exemplos de drogas em fase pré-

clínica são o fexinidazol (5-nitroimidazol redescoberto pela DNDi e atualmente em 

estudo clínico de fase II/III para o tratamento da tripanosomíase africana) (Bahia e 

cols., 2012), análogos de diamidinas (Soeiro e cols., 2013), oxaborol (protótipo 

AN4169) e fenarimol (inibidores da CYP51) (Keenan e cols., 2013). Ainda, a 

vinilsulfona K777, inibidora de cisteína protease, inibe a cruzaína e tem mostrado 

eficácia em modelo murino de infecção crônica por T. cruzi e se encontra em fase de 

testes pré-clínicos (McKerrow e cols., 2009). 

 

O monitoramento do curso da infecção por T. cruzi em modelo murino após o 

tratamento  é de suma importância para a validação da eficácia de novas drogas. As 

técnicas mais comumente empregadas para se avaliar a carga parasitária neste 

modelo são a histopatologia e o PCR, que, em geral, estão sujeitas ao viés de 

amostragem. Ainda, o estudo do curso da infecção crônica por T. cruzi in vivo 

apresenta uma limitação que consiste na dificuldade de se detectar o parasito nos 

tecidos, já que a parasitemia é subpatente.  Nos últimos anos, uma nova abordagem 

tem sido utilizada e parece bastante promissora. Trata-se da técnica de imagem por 

bioluminescência, baseada na detecção da luz emitida pelos parasitos que 

expressam a enzima luciferase. Esta técnica tem mostrado sensibilidade e acurácia 

na detecção de parasitos, de forma não invasiva. Ela tem sido aplicada não apenas 

em T. cruzi (Andriani e cols., 2011; Henriques e cols., 2014) como também em 

diferentes modelos de infecção, tais como Leishmania, Plasmodium e Trypanosoma 

brucei (Lang e cols., 2005; Myburgh e cols., 2013; Claser e cols., 2014) e representa 

um grande avanço no monitoramento em tempo real da eficácia de novas drogas 

antiparasitárias.  

 



 

A necessidade de se encontrar alternativas mais seguras e eficazes para o 

tratamento da doença de Chagas tem levado diversos grupos a estudar a atividade 

tripanocida de compostos naturais e sintéticos (Campos e cols., 2010; Da Rocha e 

cols., 2013). Alvos moleculares em T. cruzi considerados promissores para o 

desenho de novas drogas incluem as enzimas hipoxantina-guanina 

fosforibosiltransferase, cisteína proteases e topoisomerases (Wenck e cols., 2004; 

Sajid e cols., 2011; Zuma e cols., 2011), 14-desmetilase (revisto por Buckner, 2008), 

esqualeno sintase (Urbina, 2002; Sealey-Cardona e cols., 2007), farnesil pirofosfato 

sintase (Szajnman e cols., 2005), farnesil transferase (Hucke e cols., 2005; Kraus et 

al, 2009) e dihidrofolato redutase (Schormann et al, 2010). Propriedades 

tripanocidas de produtos naturais como quinolinas, naftoquinonas e lignanas 

também têm sido investigados (Schmidt e cols., 2012). Recentemente, um estudo do 

nosso grupo mostrou a toxicidade seletiva de derivados sintéticos de 

tiossemicarbazonas sobre formas amastigotas intracelulares de T. cruzi em 

macrófagos humanos, encorajando posteriores estudos in vivo com este composto 

(Soares e cols., 2011). 

 
 

1.2. Leishmanioses 

 

 Em termos de saúde pública, as leishmanioses apresentam grande 

importância, uma vez que atingem principalmente indivíduos pobres, de países em 

desenvolvimento e está geralmente associada à mal nutrição e precárias condições 

de moradia e saneamento básico (Hepburn, 2003; Murray e cols., 2005). Esta 

protozoose ocorre em 98 países, estando aproximadamente 350 milhões de 

indivíduos sob risco de contraí-la (DNDI, 2014). Elas compreendem um grupo de 

doenças com diferentes aspectos e severidades, apresentando vasta distribuição 

geográfica, incluindo países da África, Ásia e América Latina (Ouaissi & Ouaissi, 

2005). 

 

 

 

 

 

 



 

A B

 

Figura 5A: Distribuição geográfica da leishmaniose cutânea e mucocutânea do 

Novo Mundo; Figura 5B: Distribuição geográfica da  leishmaniose  visceral no Novo 

e Velho mundo. (Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en) 

 As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por protozoários 

parasitos de diferentes espécies do gênero Leishmania, com diferentes distribuições 

geográficas e aspectos clínicos da infecção. Dentre as formas de leishmaniose 

destacam-se: a) cutânea, que causa lesões cutâneas ulceradas ou não, sendo a 

forma menos severa; b) mucocutânea, caracterizada por lesões na mucosa do nariz, 

boca e faringe; c) cutânea difusa, na qual se observam lesões múltiplas não 

ulceradas e disseminadas pelo tegumento; d) visceral, a forma mais grave, na qual 

são encontrados parasitos no interior de células fagocíticas mononuclear de órgãos 

como, baço, fígado e medula óssea. Exemplos de espécies de Leishmania, suas 

formas clínicas e localização geográfica predominante estão relatadas na Tabela 1.  

Tabela 1. Exemplos de leishmanioses do Novo Mundo, seus agentes etiológicos e 
distribuição geográfica (Adaptado de Luiz Rey, 2001). 

Espécie de Leishmania Forma clínica  Distribuição geográfica 

L. (Viannia) braziliensis Cuntânea e mucocutânea América Central e do Sul 

L. (V.) peruvianna Predominantemente cutânea Vales Andinos 

L. (V.) guyanensis Predominantemente cutânea América do Sul 

L. (V.) panamensis Predominantemente cutânea América Central 

L. Leishmania mexicana Cutânea e cutânea difusa México e América Central 

L. (L.) amazonensis Cutânea e cutânea difusa América central e Brasil 

L. (L.) infantum= L. (L.) 

chagasi 

Visceral (calazar) Sul do México ao Norte da 

Argentina 

 



 

1.2.1. Agente etiológico e ciclo evolutivo 

 

 As leishmanias apresentam duas formas evolutivas distintas durante seu ciclo 

biológico: 1) a forma promastigota, alongada, fusiforme e com flagelo livre, 

desenvolvendo-se no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado; 2) a forma 

amastigota, arrendondada e com flagelo intracelular, parasitando de maneira 

seletiva as células do sistema fagocítico mononuclear do hospedeiro vertebrado 

(Figura 6). Os hospedeiros invertebrados são dípteros da família Psychodidae 

pertencentes ao gênero Lutzomyia (no Novo Mundo) e Phlebotomus (no Velho 

Mundo). Dentre os hospedeiros vertebrados, além do homem, são encontrados em 

diferentes mamíferos, tais como preguiças, tamanduás, marsupiais, roedores e 

caninos, dependendo da espécie do parasito (Rey, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: a) Inseto vetor Phlebotomus sp., (www.fiocruz.br); b) Inseto vetor 

Lutzomyia longipalpis. (Centre for Applied Entomology and Parasitology, 2005; 

National Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIAID, 2004); c) Formas 

promastigotas (ohsu.org/microbiology/landfear.html); d) Formas amastigotas 

(ohsu.org/microbiology/landfear.html) 

 

 O ciclo do parasito se inica quando o inseto vetor flebotomíneo inocula no 

hospedeiro vertebrado as formas promastigotas, que se transformam em 

amastigotas no interior do fagolisosoma de macrófagos, se multiplicando por divisão 

binária. Esta multiplicação resulta na ruptura do macrófago e as amastigotas livres 

infectam novos macrófagos, propagando a infecção (Figura 7).  
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Figura 7: Ciclo de vida da Leishmania sp  

(adaptado de www.dpd.cdc.gov/dpdx). 

 

1.2.2.  Considerações gerais as leishmanioses 

 

 As drogas recomendadas para o tratamento das leishmanioses, os 

antimoniais pentavalentes, foram primeiramente introduzidas na clínica, há cerca de 

60 anos. No decorrer das últimas décadas, drogas alternativas ou novas 

formulações de outras drogas padrões, têm sido avaliadas e registradas, para uso 

em alguns países (Croft e cols., 2006). Ainda hoje, o tratamento continua baseado 

no uso dos antimoniais pentavalentes, complexados a carboidratos, na forma de 

estibogliconato de sódio (Pentostan), e antimoniato de meglumina (Glucantime) 

(Figura 8). No entanto, nos últimos anos, a eficácia do tratamento com os 

antimoniais pentavalentes tem sido prejudicada devido ao surgimento de resistência 

a estas drogas (Hadighi e cols., 2006; Yasinzai e cols., 2013). 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 8: Fórmula química do antimoniato de meglumina - Glucantime (Croft e 

Yardley, 2002).  

 

       Dentre os medicamentos alternativos para o tratamento das leishmanioses, é 

usada a pentamidina (Figura 9) (Carvalho e cols., 2000). Porém a toxicidade tem 

sido um fator de limitação de seu uso, com casos já descritos de hipoglicemia, 

diabetes, nefrotoxicidade e taquicardia (Jha, 1983; Soto-Mancipe e cols., 1993; 

Soeiro e cols., 2005) assim como outros efeitos adversos expressivos, como mialgia, 

hipotensão, dores de cabeça e náuseas (Berman, 1997).  

Figura 9: Estrutura química da pentamidina (Rath e cols., 2003). 

 

 

1.3. Tiossemicarbazonas 

 

      As tiossemicarbazonas constituem uma classe de moléculas cujas propriedades 

têm sido extensivamente estudadas na Química Medicinal. Dados da literatura 

mostram que elas apresentam um amplo perfil farmacológico (Figura 10), incluindo 

atividades anti-inflamatórias, antitumorais, antivirais, antibacterianas e antimaláricas 

(Muthukumar e cols., 2008; Glisoni e cols, 2012; Walcourt e cols., 2013; Khan e 

cols., 2014; Shao e cols., 2014). Além disso, a atividade seletiva de derivados de 

tiossemicarbazonas também já foi demonstrada sobre os   



 

tripanosomatídeos T. cruzi,  T. brucei e Leishmania sp (Caputto e cols., 2011; 

Britta e cols., 2012; Glinma e cols., 2014) 

 

Figura 10: Estrutura genérica das Tiossemicarbazonas (Beraldo, 2004) 

 

 

Estes compostos são geralmente obtidos pela reação de condensação de 

tiossemicarbazidas com aldeídos e/ou cetonas, e recebem a denominação da classe 

tiossemicarbazona após o nome do respectivo aldeído ou cetona condensado (Hang 

e cols., 2001). São conhecidos, também, pelas suas propriedades para formarem 

complexos organometálicos, comportando-se como agentes quelantes (Gaal e cols., 

2014). Apresentam como característica principal, do ponto de vista sintético, a alta 

facilidade de obtenção, assim como a vasta aplicação como intermediários de 

muitos núcleos importantes. Em geral, estas moléculas apresentam baixo custo de 

síntese, além de grande economia de átomos, uma vez que, com exceção da água 

que é liberada na sua síntese, todos os outros átomos dos compostos reagentes 

estarão presentes na molécula final (Du e cols., 2002).  

      

     A versatilidade farmacológica das tiossemicarbazonas se deve ao fato desses 

compostos agirem, como inibidores de enzimas, por interações com o DNA ou 

inibição de sua síntese. Greenbaum e colaboradores (2004) sugerem que o 

mecanismo de ação dessas moléculas seja complexo e deva ocorrer através da 

inibição de múltiplos alvos. As tiossemicarbazonas -(N)-heterocíclicas encontram-

se entre os inibidores mais potentes da atividade da enzima ribonucleosídeo 

redutase (RR). Esta enzima existe em todas as células vivas e apresenta a função 

de catalisar a formação de deoxirribonucleotídeos a partir de ribonucleotídeos, um 

fator limitante para a síntese de DNA. Assim, RR vem sendo relacionada como um 

alvo promissor na terapia do câncer e doenças parasitárias. De fato, o  efeito anti-

proliferativo de derivados de  tiossemicarbazona contra L. donovani parece ser 



 

mediado pelo  bloqueio da síntese de DNA (Dodd e cols., 1989).  Zhu e 

colaboradores (2009) mostraram que tiossemicarbazona 3-aminopiridine-2-

carboxaldeido tiossemicarbazona (3AP), inibe a enzima RR de forma dose-

dependente, e que tal efeito está correlacionado com a atividade antiproliferativa 

deste composto sobre células tumorais de nasofaringe. Além do efeito sobre RR, a 

atividade antitumoral da tiossemicarbazona 3-AP tamém parece estar relacionada à 

indução do estresse metabólico do retículo endoplasmático (Giles e cols., 2003; 

Trondl e cols., 2014). O efeito antiproliferativo de derivados de tiossemicarbazonas 

também já foi demosntrado sobre as células tumorais HeLa e MCF-7, pela atuação 

como agente intercalante de DNA (Sampath e cols.,  2013). 

 

Uma grande variedade de derivados de tiossemicarbazona têm sido 

sintetizadas e avaliadas contra cisteína proteases de parasitos, como, cruzaína 

(cruzipaína), falcipaína-2 e rhodesaína de, respectivamente, T. cruzi, Plasmodium 

falciparum e Trypanosoma brucei (Mallari e cols., 2008; Ettari e cols., 2010;Lima e 

cols., 2013 ). As cisteína proteases da superfamília da papaína desempenham papel 

fundamental na biologia de diferentes protozoários parasitos e a inibição das 

mesmas têm sido consideradas como uma interessante estratégia no combate a 

doenças parasitarias. Leite e colaboradores (2006) mostraram a atividade 

tripanocida de aril-tiossemicarbazonas sobre formas epimastigotas e tripomastigotas 

de T. cruzi. Análises de docking molecular revelaram que a tiossemicarbazona 

apresenta alta especificidade de interação com a enzima cruzaina, corroborando o 

potencial desta classe de compostos como agente anti-T. cruzi. O estudo da 

atividade anti-P. falciparum de derivados de tiossemicarbazona complexados com 

ouro mostrou a associação entre a toxicidade sobre o plasmódio e a inibição da 

cisteina protease falcipaína-2 (Khanye e cols., 2010). Ainda, os resultados de 

modelagem por homologia da cisteína protease catepsina-like CPB de L. mexicana 

sugeriu que esta difere significativamente da catepsina B de bovinos e, portanto, 

pode ser um bom alvo para drogas. A triagem de diversos  compostos contra CPB 

de L. mexicana identificou tiossemicarbazonas como potentes inibidores, que podem 

ser explorados como guias para o desenho de compostos antiparasitários (Schröder 

e cols., 2013). 

 

Decorridas várias décadas de estudos relativos à doença de Chagas e às 

leishmanioses, ainda não existe tratamento realmente eficaz e atóxico para as 



 

diferentes fases e formas destas parasitoses. Considerando o grande potencial das 

tiossemicarbazonas contra diferentes protozoários parasitos, além de sua atuação 

em diversos alvos bioquímicos, torna-se importante o estudo de novos compostos 

desta classe, como possíveis drogas para o tratamento dessas tripanosomíases. 

 

Recentemente, o grupo da Dra. Áurea Echevarria (Laboratório de Química, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro) sintetizou diferentes derivados de 

tiossemicarbazonas que têm sido alvo de estudo pelo nosso grupo, dentre eles: a) 4-

N-(2′-metoxi estiril)-tiossemicarbazona (2-MEOTIO) e b) 4-N-(4’-hidroxi-3’-metoxi 

estiril)-tiossemicarbazona (3-MEOTIO) (Figura 11). O efeito destes derivados sobre 

os tripanosomatídeos T. cruzi e L. amazonensis foi investigado. Em T. cruzi, foram 

testados sobre formas tripomastigotas obtidas a partir de cultura de células e/ou 

amastigotas intracelulares em macrófago murino e humano. O derivado 2-MEOTIO 

foi o mais ativo e possui atividade seletiva sobre formas intracelulares de T. cruzi, 

sendo considerado um composto promissor para o tratamento in vivo da doença de 

Chagas (Soares e cols., 2011). Em L. amazonensis, o composto 3-MEOTIO 

mostrou-se o mais ativo contra formas promastigotas em concentrações não tóxicas 

para a célula hospedeira (Soares e cols., 2014, a ser submetido). No entanto, o 

tratamento prolongado com tiossemicarbazonas é capaz de induzir resistência, 

como foi visto em células tumorais, o que reduz a eficácia destes compostos. Nestas 

células, a resistência a tiossemicarbazonas têm sido associada à superexpressão do 

gene mdr1, o qual codifica para a glicoproteína-P  (Rappa e cols., 1997; Liu e cols., 

2009). 
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Figura 11: Estruturas das tiossemicarbazonas usadas no presente estudo: (a) 4-N-

(2′-metoxi estiril)-tiossemicarbazona (2-MEOTIO); (b) 4-N-(4’-hidroxi-3’-metoxi 

estiril)-tiossemicarbazona (3-MEOTIO). 

 

 

 



 

 

1.4.  Mecanismos de resistência a drogas 

 

A resistência a drogas é um grave problema que reduz a eficácia do 

tratamento de diferentes microorganismos de importância médica. Ela pode estar 

relacionada a diferentes processos, tais como, a diminuição da ativação da droga, 

aumento da expressão da molécula alvo e mecanismos de efluxo de drogas 

mediados por transportadores de membrana (bombas de efluxo). Além disso, 

redução na captação de drogas, modificações no próprio alvo também têm sido 

descritas como possíveis mecanismos de resistência (Yasinzai e cols., 2013).  

 

A análise proteômica de cepas de T. cruzi resistentes ao BZ, utilizando 

eletroforese bidimensional acoplada à espectrometria de massas, revelou a 

expressão diferencial de cisteína proteases, peroxirredoxina, ciclofilina A, glutamato 

desidrogenase, dentre outras (Andrade e cols., 2008). O aumento da expressão da 

enzima ascorbato peroxidase, que atua na detoxificação de peróxido de hidrogênio, 

foi observado em populações de T. cruzi com resistência induzida in vitro ou in vivo 

ao benznidazol (Nogueira e cols., 2012). As enzimas alcool-desidrogenases 

constituem uma classe de oxirredutases importantes no metabolismo do etanol, 

catalisando a oxidação do etanol a acetaldeído. Estudo realizado em cepas de T. 

cruzi resistentes ao BZ mostrou a associação do fenótipo de resistência com a 

diminuição da transcrição gênica e da expressão desta enzima no parasito (Campos 

e cols., 2009).  A resistência cruzada entre compostos nitroheterocíclicos em T. cruzi 

tem sido associada à perda de cópia do cromossomo contendo o gene da 

nitrorredutase do tipo I (TcNTR) e/ou a mutações neste gene (Wilkinson e cols., 

2008; Mejia e cols., 2012). No entanto, a suscetibilidade natural de T. cruzi ao BZ 

não está associada a variações na sequência do gene TcNTR (Mejia e cols., 2012), 

indicando que outros mecanismos também pode operar na resistência a drogas 

neste parasito. 

 

Em Leishmania, diferentes mecanismos de resistência a drogas já foram 

descritos, incluindo proteínas da membrana plasmática envolvidas na captação de 

antimoniais pentavalentes como a aquagliceroporina (Gourbal e cols., 2004; Mandal 

e cols., 2010) e a proteína de resistência a múltiplas drogas (MRPA) (Moreira e cols., 

2013). A resistência natural de cepas de L. infantum ao antimonial pentavalente 



 

Glucantime está associada à redução da expressão de calcineurina, uma enzima 

que atua na transdução de sinais e participa do processo de apoptose. Os autores 

sugerem que a diminuição da expressão de clacineurina pode proteger os parasitos 

da apoptose induzida pelo Glucantime (Bagher e cols., 2013). O estudo de 

expressão diferencial de proteínas em L. panamensis resistente e suscetível a 

antimoniais mostrou o aumento da expressão de proteínas de choque térmico, 

enolase, cisteina protease, dentre outras (Peláez e cols., 2012). Ainda, trabalhos na 

literatura têm descrito o papel da proteína de membrana glicoproteína-P no 

mecanismo de resistência a drogas em Leishmania sp (Chiquero e cols., 1998; Mary 

e cols., 2010). 

 

No presente estudo, focamos na investigação da participação de duas 

proteínas no mecanismo de resistência a drogas nos tripanosomatídeos T. cruzi e L. 

amazonensis: a glicoproteína-P (Pgp) e a nitrorredutase do tipo I (TcNTR). 

 

1.4.1 Glicoproteína-P 

 

 A Pgp é uma proteína transmembrana (150-170 kDa), pertencente à 

superfamília dos transportadores ABC (ATP binding cassete). Ela consiste de duas 

metades homólogas contendo o domínio transmembrana (TMD) e o domínio 

hidrofílico, que é o domínio de ligação ao nucleotídeo (NBD) (Figura 12). A Pgp atua 

como uma bomba de efluxo dependente de energia transportando, através da 

membrana, uma variedade de compostos estruturalmente não-relacionados 

(Higgins, 1992;  Gottesman & Pastan, 1993). A Pgp (ABCB1) transporta centenas de 

compostos anfipáticos hidrofóbicos não relacionados estruturalmente, incluindo 

drogas terapêuticas, peptídeos e lipídeos, e desempenha um papel importante na 

proteção da célula contra xenobióticos e metabólitos endógenos (Sharom e cols., 

2011).  

 

Apesar dos avanços no conhecimento sobre a estrutura e funcionalidade da 

Pgp ainda existe uma lacuna na literatura acerca de como esta proteína atua ao 

nível molecular. Estudos sugerem que o domínio TMD é o sítio de ligação ao 

substrato, e que a ligação do ATP no domínio NBD causa mudanças 

conformacionais no domínio TMD da proteína, alterando o seu estado de alta 

afinidade pelo substrato para baixa afinidade, permitindo o efluxo do mesmo 



 

(Sonveaux et al., 1999; Rosenberg e cols., 2003). O transporte de substâncias 

através da Pgp pode ocorrer tal como uma bomba de vácuo hidrofóbica que irá 

expelir o substrato para um meio aquoso, ou pelo movimento de "flipase" no qual a 

Pgp transporta o substrato da camada interna para a externa da membrana celular. 

Estudos cristalograficos da Pgp mostram ainda que drogas interagem com esta 

proteína no domínio TMD em um sítio de ligação amplo e flexível capaz de 

acomodar diferentes substratos ao mesmo tempo (Sharom, 2011, 2014).   

 

 

 

Figura 12: Estrutura geral da Pgp na membrana plasmática da célula. A posição dos 

carboidratos está representada pelas pequenas árvores, o domínio transmembrana 

(TMD)  está indicado pelos círculos pretos, e o domínio de ligação ao nucleotídeo 

(NBD), pelo círculo vermelho (adaptado de Borst e cols., 2000). 

 

Uma das principais causas de falhas terapêuticas no tratamento do câncer é a 

emergência de resistência a múltiplas drogas, o conhecido fenótipo MDR (multidrug 

resistance) o qual está principalmente associado à superexpressão da Pgp (Shustik 

e cols., 1995; Leonard e cols., 2003; Abraham e cols., 2014). A resistência a drogas 

mediada pela Pgp também tem sido relatada em protozoários parasitos como 

Entamoeba histolytica (Descoteaux e cols., 1995) e Plasmodium sp (Wilson e cols., 

1993; Suwanarusk e cols., 2008). Em Leishmania sp genes mdr-like, homólogos ao 

MDR1 em humanos, foram descritos em L. donovani (LdMDR1) (Hendrickson e 

cols., 1993), L. enrietti (LeMDR1) (Wong e cols., 2006), L. mexicana (LmMDR1) L. 

amazonensis (LaMDR1) (Katakura e cols., 1999) e L. tropica (LtrMDR1) (Chiquero e 

cols., 1998). A indução de resistência em diferentes espécies do gênero Leishmania 

ao composto vinblastina resultou na amplificação do gene mdr1 além de resistência 

cruzada com outros compostos tais como puromicina e daunomicina (Henderson e 

cols., 1992; Chow e cols., 1993; Gueiros-Filho e cols., 1995). Mary e colaboradores 

 



 

(2010) demonstraram que a amplificacão do gene mdr1 em isolados clínicos de 

leishmaniose visceral é um evento bastante frequente em parasitos isolados do 

campo, que não foram submetidos à ação de drogas, e este fenótipo pode ser 

selecionado durante o tratamento, levando à resistência a drogas. Mais 

recentemenete, Messaritakis e colaboradores (2013) mostraram a correlação entre o 

aumento da expressão da Pgp, elevados níveis de atividade de efluxo de rhodamina 

123 e resistência ao Glucantime em diferentes isolados de  L. infantum e L. 

donovani.  

 

Em T. cruzi, foram identificados dois genes que codificam para a glicoproteína-

P, o  TcPGP1 e o TcPGP2 . A caracterização molecular do gene TcPGP1 por Torres 

e colaboradores (1999) revelou a ausência de dois segmentos transmembrana (11o 

e 12o) e do segundo domínio NBD, devido a inserção de um retrotransposon, e 

codifica para uma proteína de 115 kDa. O gene TcPGP2 é expresso em uma única 

cópia em formas epimastigotas e amastigotas de T. cruzi e codifica para uma 

proteína de aproximadamente 170 kDa que apresenta os mesmos domíneos TMD e 

NBD encontrados nos transportadores ABCB1, descritos na literatura (Dallagiovanna 

e cols.,1996). O papel da Pgp  no  parasito não  está   elucidado, mas já  foi sugerida  

sua participação no transporte de  heme  através da membrana  plasmática de  T. 

cruzi (Lara e cols., 2007; Cupello e cols., 2011). Em um estudo sobre a resistência 

ao BZ em diferentes cepas de T. cruzi, não foi identificada a amplificação gênica ou 

superexpressão dos genes TcPGP 1 ou TcPGP2 nas cepas resistentes (Murta e 

cols., 2001). Em contrapartida, Neal e colaboradores (1989) observaram que a 

resistência ao Nifurtimox em um clone de T. cruzi foi revertida quando os parasitos 

foram tratados com esta droga  em combinação com o inibidor da Pgp verapamil, 

sugerindo a participação desta proteína no mecanismo de resistência a drogas em 

T. cruzi.  

 

Nas últimas décadas, diversos substratos da Pgp foram identificados, incluindo 

agentes quimioterápicos, produtos naturais, e marcadores fluorescentes (Wang e 

cols., 2013; Zeino e cols., 2014).  O efeito destes substratos na inibição da atividade 

da Pgp tem sido explorado no intuito de reverter o fenótipo MDR, no entanto, 

entender o mecanismo pelo qual ocorre esta inibição ainda é um desafio. Os 

moduladores da Pgp podem atuar por inibição competitiva interagindo com o sítio de 

ligação ao substrato, como por exemplo, a rodamina 123, ou alostericamente, 



 

previnindo a translocação e dissociação do substrato. Alguns interagem no sítio de 

ligação com o ATP, desta forma, inibindo a atividade ATPásica, como é o caso de 

alguns flavonóides (Maki e cols., 2003;  Zeino e cols., 2014). 

 

 A localização subcelular da Pgp também tem sido alvo de estudo uma vez 

que pode trazer informações importantes acerca do seu papel no processo de 

resistência a drogas. Estudos mostram que a Pgp está localizada 

predominantemente na membrana plasmática, onde atua como bomba de efluxo. No 

entanto, trabalhos têm mostrado sua presença em outros compartimentos como 

núcleo (Baldini e cols., 1995), retículo endoplasmático (Fu e cols., 2004), endossomo 

(Kim e cols., 1997), mitocôndria (Solazzo e cols., 2006), lisossomo (Fu e cols., 2007) 

e aparelho de Golgi (Molinari e cols., 1998). No entanto, a função que esta proteína 

desempenha nestas organelas, sobretudo no fenótipo de resistência a drogas, 

precisa ser melhor elucidada.  

 

Deste modo, o estudo da Pgp em T. cruzi e L. amazonensis pode fornecer 

informações relevantes sobre a função dessa proteína no mecanismo de resistência 

a múltiplas drogas neste parasitos. 

 

 

1.4.2  Nitrorredutases 

 

 Os medicamentos disponíveis para o tratamento da doença de Chagas 

Nifurtimox e BZ são compostos nitroheterocíclicos que apresentam um grupo nitro 

ligado a um anel furano e a um anel imidazol, respectivamente. Tratam-se de pró-

drogas que precisam ser ativadas para que tenham efeito citotóxico. O processo 

chave desta ativação é a redução do grupo nitro catalisada pela enzima 

nitrorredutase (NTR). As nitrorredutases são encontradas em bactérias e em 

tripanosomatídeos, e por estarem ausentes em células de mamíferos, elas são 

consideradas um interessante alvo para drogas tripanocidas. Duas classes de NTRs 

foram descritas em tripanosomas: NTRs do tipo I e NTRs do tipo II.  

 

As NTRs do tipo I catalisam a redução do grupo nitro do composto 

nitroheterocíclico a uma hidroxilamina, utilizando o FMN como cofator e o NADPH 

como doador de elétrons. No caso do BZ, a hidroxilamina sofre rearranjo e 



 

hidratação dando origem ao dihidro-dihidroxi-imidazol o qual pode ser decomposto 

liberando o glioxal, dialdeído altamente reativo, capaz de formar adutos com o DNA 

e tióis (Hall e cols., 2012) (Figura 13). Os tripanosomatídeos Leishmania spp. e T. 

cruzi possuem um sistema de detoxificação deste dialdeído, o sistema glioxalase 

tiol-dependente, o qual consiste das enzimas glioxalase I (lactoilglutationa liase) e 

glioxalase II (hidroxiacilglutationa liase) (Vickers e cols., 2004; Greig e cols., 2006). 

Trata-se de metaloenzimas que atuam em eventos sequenciais levando à 

detoxificação do metilglioxal, um substrato fisiológico derivado da glicólise. Por 

analogia, é possível que a enzima glioxalase I em T. cruzi atue na detoxificação do 

hemitioacetal, formado pela ativação do BZ, levando à sobrevivência dos parasitos. 

Portanto, seria interessante avaliar o papel da enzima glioxalase I no mecanismo de 

resistência ao BZ em T. cruzi. 

 

2-nitroimidazol nitroso hidroxalamina

NTR tipo I NTR tipo I

hidroxila Dihidro-
dihidroxila

glioxal

hidroxilamina

 

Figura 13: Redução de 2-nitroimidazóis pela nitrorredutase do tipo I (adaptado de 

Hall e cols., 2012). 

 

Quando o nitroheterocíclico é o nitrofurano, a hidroxilamina pode ser 

metabolisada em diferentes produtos: 1) anion nitrenium, capaz de promover quebra 

de DNA, 2) redução para a forma amina, 3) clivagem do anel furano formando 

cadeia aberta nitrila insaturada (Hall e cols., 2011) (Figura 14).  Tendo em vista que 

a redução do grupo nitro mediada pelas nitrorredutase do tipo I não envolve a 

participação do oxigênio e não resulta na formação de espécies reativas de oxigênio, 

estas enzimas são chamadas de "insensíveis ao oxigênio".  Duas NTRs do tipo I 

foram identificadas em T. cruzi: prostaglandina F2α sintase (Kubata e cols., 2002), 

que atua na redução de elétrons em condições anaeróbicas; e a NTR mitocondrial 

(Wilkinson e cols., 2008), a qual exerce papel central na ativação de nitroderivados.  



 

Cadeia nitrila aberta

aminahidroxilamina

Anion nitrenium

nitrofurano

Radical nitro
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Figura 14: Redução de nitrofuranos pelas NTRs dos tipos I e II. 

 

Em contrapartida, as NTRs do tipo II utilizam o FAD e FMN como cofatores e 

são "sensíveis ao oxigênio". A redução do grupo nitro leva a formação de radical 

nitro altamente instável. Este radical inicia um ciclo redox com o oxigênio molecular, 

o que leva à formaçao do ânion superóxido (O2-) e regeneração da pró-droga 

nitrofurânica. O ânion superóxido é então dismutado a oxigênio molecular e peróxido 

de hidrogênio (H2O2), pela enzima superóxido dismutase. Na presença de íon férrico 

(F3+), o O2- e o H2O2 formam o radical livre hidroxila (reação de Haber-Weiss), o qual 

pode se ligar a lipídeos, proteínas e DNA, levando à morte do parasito (revisto em 

Maya e cols., 2007). Este tipo de ativação não tem sido atribuída ao BZ, que parece 

ser dependente da NTR tipo I (Hall e cols., 2011).  

Devido à via comum de ativação dos compostos BZ e Nifurtimox pela enzima 

NTR tipo I, a resistência cruzada entre estes compostos pode ser facilmente 

induzida em laboratório (Wilkinson e cols., 2008; Mejia e cols., 2012), e resulta em 

graves implicações para o tratamento da doença de Chagas. Desta forma, torna-se 

importante a investigação do papel da NTR tipo I no mecanismo de resistência ao 

BZ em T. cruzi.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2. OBJETIVOS 

 

 Considerando a relevância de se conhecer o mecansimo de resistência a 

drogas nos tripanosomatídeos T. cruzi e L. amazonensis, o presente estudo tem 

como objetivo investigar a indução de resistência in vitro a tiossemicarbazonas e/ou 

BZ. O papel das seguintes proteínas no mecanismo de resistência será avaliado: 

glicoproteína-P (T. cruzi e Leishmania amzonensis); nitroredutase do tipo I (T. cruzi) 

e glioxalase I (T. cruzi).  

 

1. Avaliação da atividade tripanocida de derivados de tiossemicarbazona sobre 

epimastigotas de T. cruzi e indução de resistência nestas formas pelo 

derivado mais ativo e pelo BZ; 

2. Avaliação da manutenção da resistência, após os processos de diferenciação 

de T. cruzi; 

3. Avaliação da expressão e atividade da Pgp nas populações de T. cruzi  

parental e resistentes a tiossemicarbazonas e ao BZ; 

4. Localização subcelular da Pgp em T. cruzi e L. amazonensis resistentes e 

não-resistentes a tiossemicabazonas e ao BZ;  

5. Verificar a participação da enzima nitroredutase tipo I (TcNTR) na resistência 

ao BZ em clones da cepa Y de T. cruzi; 

6. Avaliar o papel da enzima glioxalase I, atuante na detoxificação de glioxal, 

metabólitos tóxico gerado pela ativação do Bz por NTR tipo I, na 

suscetibilidade de T. cruzi a esta droga  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. CAPÍTULO 1 



 

              O Capítulo 1 corresponde ao artigo publicado na Parasitology Research no 

qual o objetivo principal foi a investigação da expressão e atividade de efluxo da 

glicoproteína-P (Pgp) em populações de T. cruzi submetidas à indução de 

resistência in vitro a 4-N-(2-metoxiestiril)-tiossemicarbazona (2-MEOTIO) e BZ, 

verificando a estabilidade da resistência ao longo do ciclo evolutivo dos parasitos. 

Após a indução de resistência, o valor de EC50 obtido para o tratamento de 

epimastigotas com os compostos 2-MEOTIO e Bz apresentou um aumento de pelo 

menos 4.7 vezes  e, este fenótipo foi mantido após a diferenciação dos parasitos a 

tripomastigotas metacíclicos, tripomastigotas derivados de células, e amastigotas 

intracelulares. Epimastigotas resistentes a ambos os compostos mostraram aumento 

do efluxo de rhodamina 123, maior atividade ATPásica da Pgp, resistência cruzada 

com moduladores da Pgp e reversão da resistência na presença de inibidores da 

Pgp, além de aumento da expressão dos genes TcPGP1 and TcPGP2, comparado à 

população parental. Em suma, o fenótipo de resistência aos compostos 2-MEOTIO e 

BZ em T. cruzi é estável durante todo o ciclo evolutivo do parasito e conta com a 

participação da bomba de efluxo Pgp. A indução de resistência a drogas em T. cruzi 

consiste em um modelo importante não apenas no estudo do acerca do mecanismo 

envolvido nesta resistência, como também, no teste de novas drogas tripanocidas. O 

conhecimento sobre o mecanismo pelo qual T. cruzi é capaz de resistir à ação das 

drogas faz-se necessário para posteriores estudos que visam a busca de novos 

alvos e/ou associação de drogas para o tratamento da doença de Chagas.  

  

 

 

Campos MC, Castro-Pinto DB, Ribeiro GA, Berredo-Pinho MM, Gomes LH, da Silva 

Bellieny MS, Goulart CM, Echevarria A, Leon LL. P-glycoprotein efflux pump 

plays an important role in Trypanosoma cruzi drug resistance. Parasitol Res, 

2013,112(6): 2341-51.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CAPÍTULO 2 



 

 

O Capítulo 2, corresponde a um manuscrito a ser submetido à publicação  no 

Journal of Parasitology no qual o objetivo principal foi  relatar a expressão e a 

purificação da bomba de efluxo glicoproteína-P (Pgp) recombinante de T. cruzi  

(TcPGP2) e L. amazonensis (LaMDR1), bem como, a localização subcelular da Pgp 

nestes parasitos. Em T. cruzi, a expressão da Pgp em parasitos resistentes aos 

compostos tiossemicarbazona ou BZ está associada não apenas na membrana 

plasmática, como também, na mitocôndria do parasito, sugerindo a atuação da Pgp 

no transporte de drogas para fora desta organela. Em L. amazonensis, 

promastigotas resistentes a tiossemicarbazona, que apresentam aumento da 

expressão da Pgp, observou-se a presença deste transportador  em uma organela 

localizada na porção anterior do parasito, a qual deve ser investigada em futuros 

estudos. Este trabalho mostra pela primeira vez a localização subcelular da Pgp em 

parasitos resistentes e não resistentes a drogas em T. cruzi. A obtenção de 

anticorpos anti-Pgp para os tripanosomatídeos T. cruzi e L. amazonensis descritos 

neste trabalho podem ser aplicados em diferentes técnicas que visem a melhor 

compreensão do mecanismo de ação da Pgp no fenótipo de resistência a drogas 

nestes parasitos.   
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Immunolocalization of P-glycoprotein in drug resistant trypanosomatids, a ser 

submetido à publicação. 
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Abstract 

Chagas disease and Leishmaniasis, caused by protozoan parasites, are tropical 

neglected diseases with millions of people either infected or at risk of infection, 

causing significant morbidity and mortality, mainly in the developing countries. The 

current drugs available for these diseases are up to now unsatisfactory and drug 

resistance is also a critical problem for the success of the treatments. In several 

protozoa parasites drug resistance has been associated with P-glycoprotein 

(ABCB1), one of the most studied members of ABC family. Here we report the 

expression and purification of the recombinant TcPGP2 and LaMDR1 proteins of T. 

cruzi and L. amazonensis, respectively, the production of specific antibodies and the 

immunolocalisation of Pgp in these parasites. We showed for the first time the 

subcellular localization of TcPGP2 in T. cruzi. Drug resistance to Benznidazole and 

and to the compound 4-N-(2′-methoxy styryl)-thiosemicarbazone in T. cruzi is 

associated with the expression of P-glycoprotein in the plasma membrane, as well 

as, in the mitochondria, suggesting that Pgp pumps the drug out of the organelle. In 

L. amazonensis, apart from the plasma membrane, the overexpression of Pgp in 

thiosemicarbazone-resistant promastigotes was observed at a specific location in the 

posterior region of the cell and should be further investigated. The anti-L. 

amazonensis and anti-T. cruzi Pgp sera reported here may be applied for several 

immunological techniques aiming to elucidate the contribution of P-glycoprotein to 

drug resistant phenotype. 

 

Keywords: L. (L.) amazonensis, T. cruzi, P-glycoprotein, drug resistance, 

immunolocalisation 

 



 

Chagas disease and leishmaniasis, caused by protozoan parasites, are 

considered relevant neglected diseases with millions of people either infected or at 

risk of infection, causing significant morbidity and mortality, mainly in the developing 

countries (DNDi, 2014). The current drugs available for specific treatment of those 

pathologies are up to now unsatisfactory due to limited effectiveness and/or toxic 

side effects (Castro et al 2006; De Oliveira et al., 2009. Drug resistance is also a 

critical problem for the success of the treatment, not only due to the existence of T. 

cruzi naturally resistant strains (Filardi & Brener 1987), but also due to the fact that  

resistance to Nifurtimox and Benznidazole, nitroheterocyclic compounds used to treat 

Chagas disease, may be induced during maintenance of the parasite in vitro (Nirde e 

cols., 1995; Villarreal e cols., 2005) or  in vivo (Murta and Romanha, 1998) under 

drug pressure. Similarly, resistance to pentavalent antimonials, which have been the 

mainstay of treatment of both visceral and cutaneous leishmaniasis during the last 60 

years, has been associated with treatment failures (Haldar et al., 2011).  

ATP binding cassette (ABC) transporters represent an important superfamily of 

large proteins which are able to translocate a wide range of substrates across 

membranes in an ATP-dependent process (Higgins, 2001). P-glycoprotein (ABCB1) 

is one of the most studied members of ABC family and has been associated with 

drug resistance in protozoa parasites, such as Toxoplasma gondii (Schmid et al 

2009), T. cruzi (Campos et al., 2013) and L. amazonensis (Gueiros-Filho et al, 1995). 

The investigation of the subcellular localization of P-glycoprotein in drug resistant 

pathogenic trypanosomatids is important for accessing the mechanism by which this 

transporter participates in drug resistance. In the present study we focused on the 

immunolocalization of P-glycoprotein in wild type and Benznidazole and/or 

thiosemicarbazone resistant T. cruzi and L. amazonensis parasites.  

Epimastigotes of T. cruzi (Y strain) from parental and drug resistant lines M15 

(resistant to  4-N-(2′-methoxy styryl)-thiosemicarbazone) (2-MEOTIO) and B15 

(resistant to Benznidazole) obtained as previously described (Campos et al., 2013) 

were maintained by weekly passages in Liver Infusion Tryptose medium (LIT) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco). Promastigotes of L. 

amazonensis (MHOM/BR/77LTB0016 strain) were cultivated at 28°C in Schneider's 

Insect Medium supplemented with 20% FBS. Parasites resistant to the  

thiosemicarbazone 3-MEOTIO (LA10) and the parental counterpart were evaluated in 

the present study. The induction of resistance was performed by culturing 

promastigotes in the presence of drug at the concentration corresponding to the 



 

IC50/24h (281 M). The L. amazonensis resistant phenotype (LA10) was 

characterised by the increase in 2.5-fold in the IC50, compared to the parental 

population.  

The selection of sequences for designing the recombinant P-glycoprotein (Pgp) 

of T. cruzi and L. amazonensis was performed according to Chiquero and 

collaborators (1998). The linker region of Pgp, which links the two homologous 

halves of the protein, is one of its least conserved regions and guarantees specificity 

for antibody binding. The linker region of the genes TcPGP2 and LaMDR1 from T. 

cruzi and L. amazonensis, respectively, were selected for the preparation of a 

polyclonal antibody. To obtain the exactly amino acid sequence for the peptide 

synthesis, based on the sequence used for antibody production in L. tropica 

(Chiquero et al.,1998), we performed the alignment of P-glycoprotein from L. tropica, 

T. cruzi and L. amazonensis access numbers AAB69130, CAA89197, BAA76299, 

respectively, using the software MegAlign 7.0.0, DNAStar Program. The antigenic 

construction obtained was optimized prior to expression in Escherichia coli, using the 

genetic algorithm of LETO 1.0 Program (Entelechon). Then, the sequences were 

fused to two multiple cloning sites: 5’ (Nhe I, Hind III) and 3’ (XhoI, KpnI), sent to 

comercial synthesis (Genscript®), subcloned into the vectors pRSETA (Invitrogen®) 

and pET21d (Novagen®). Competent bacteria BL21 Star (Invitrogen®) were 

transformed with the constructs (expression vectors containing the optimized genes) 

by heat shock and selected for Ampicillin resistance. The expression of recombinant 

proteins was induced with 1 mM IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside), for 4 h 

at 30oC. The bacteria were lysed by ultrasonication (6 pulses of 30 sec and extent 

50), centrifuged at  10,000 rpm/10 min/4°C and the supernatant containing the total 

protein extract was purified through affinity chromatography using Nickel resin 

(Qiagen®). Proteins were eluted with Buffer B (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 0.5M 

Imidazol pH 8.0) under agitation at 4°C. The purified protein were filtered with 

Microcon 30 (Millipore®), resuspended in PBS and quantified by optical density using 

the Kodak Digital Science 1D Image Analysis Software (Kodak®). The production of 

specific polyclonal antibodies against TcPGP and LaMDR1 was performed using the 

facilities of the Bioterio Central at CPqAM/FIOCRUZ. For the first immunization 150 

μg Pgp was fractionated in 12.5% polyacrylamide gel, and the specific band was 

excised after electrophoretic migration. The proteic fragment was macerated in 1.2 

mL PBS 1X (0.15M phosphate buffer pH 7.2) and 300 μL of Freund's complete 

adjuvant (Sigma®). The macerate was injected subcutaneously in rabbits. The 



 

following three immunizations were performed after 15, 30 e 45 days, respectively, 

after the first one, but these times, using Freund's incomplete adjuvant (Sigma®). 

One week after the last immunization the animals were euthanized and the blood 

collected. The procedures were approved by the Comitê de Ética para Uso de 

Animais (CEUA) at Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). 

For the indirect immunofluorescence analysis, parental and drug resistant T. 

cruzi (M15 and B15) and L. amazonensis promastigotes (La10) at a concentration of 

5 x 106 cells/mL were stained with 20 nM MitoTracker/30 min prior to parasite 

fixation, for mitochondrion staining. The parasite suspension was fixed in 4% 

paraformaldehyde for 20 min at 4°C on cover slips containing poly-L-lysine and dried 

for 30min/37oC. After blocking of unspecific sites with the solution 1% PBS/BSA  

(bovine serum albumin) for 1 h at room temperature, slides were incubated overnight/ 

4°C with the anti-T. cruzi Pgp or anti-L. amazonensis Pgp serum diluted 1:50 in 

PBS/BSA1%. Slides were then washed three times in PBS prior to incubation with 

fluorescein-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin G (Sigma) diluted 1:1000 in 

PBS/BSA 1% for 1 h at room temperature. DNA staining was done using DAPI 

1:1000 in PBS/5min. Control experiments were performed without the primary 

antiserum. Slides were then prepared with mounting medium (FluorPreserve™ 

Reagent, Calbiochem) and examined under a fluorescence microscope (Zeiss 

Axioplan2 microscope) equipped with AxioCamMRm digital camera). 

In T. cruzi, we did not observe a great difference in the green fluorescence 

signal by using either the anti-L.amazonensis or anti-T. cruzi Pgp serum. In both 

cases, the images show a higher FITC-derived signal in the resistant T. cruzi 

parasites M15 (Figs 2B, 2E) and B15 (Fig.  2C and 2F) compared to the parental 

ones (Figs 2A and 2D). However, in L. amazonensis the Pgp labelling was more 

efficient when the anti-L.amazonensis Pgp serum was used. In this case, we observe 

a stronger green fluorescence in the resistant parasites LA10 than in the parental 

population (Figs1A-B). These findings corroborate previous studies on the drug 

resistant M15 and B15 T. cruzi populations which showed upregulation of TcPGP1 

and TcPGP2 genes (Campos et al., 2013). Similarly, our group showed that in L. 

amazonensis promastigotes resistant to MEOTIO (LA10) the expression of LaMDR1 

and LaMDR2 was 4.2-fold and 5.0-fold higher in comparison to the parental 

population, respectively (unpublished data). The quantification of Pgp expression in 

both drug resistant tripanosomatids will be further accessed by flow western blot and 

citometry assays using the antibodies described here. 



 

 
 
FIGURE 1 
 

 

FIGURE 2 
 



 

 

Figures 1 and 2. Pgp localization in L. amazonensis (Fig.1) and T. cruzi (Fig.2) 

Mitochondria was labelled with Mitotracker Deep Red (red), fixed and permeabilized, 

reacted with anti-L. amazonensis Pgp serum (Figs. 1A-B and 2A-C) or anti-T. cruzi 

Pgp serum (Figs. 1C-D and 2D-F), incubated with FITC-conjugated secondary 

antibody (green), labelled with DAPI (blue), and viewed by indirect 

immunofluorescence analysis. Magnification 100x, immersion oil. Background 

fluorescence was very low or inexistent (not shown).  

 

The overlap of the markers Mitotracker red and FITC green was observed 

(yellow), indicating that Pgp is present in the mitochondria of both T.  cruzi and L. 

amazonensis parental and resistant parasites (Figs 1E-F, arrows; 2G-I, arrows). In T. 

cruzi, the stronger Pgp staining in the resistant parasites co-localizes with the 

mitochondria labelling, in accordance to some authors who have described 

mitochondrial localization and activity of P-glycoprotein in drug resistance cell lines 

(Munteanu et al., 2006; Solazzo et al., 2006). Thus, we can suggest that Pgp-

mediated drug resistance to Benznidazole and MEOTIO in T. cruzi relies on Pgp 

localization in the mitochondria. Previous study on drug resistant T. cruzi populations 

B15 and M15 shows the Pgp-mediated efflux of rhodamine 123 in the resistant 

parasites (Campos et al., 2013). Altogether, our findings suggest that Pgp expression 

in the mitochondria may be acting pumping drugs out of the organelle, thus 

preventing kDNA damage. Since Benznidazole activation by type I nitroreductase 

occurs inside the mitochondria, by decreasing the concentration of the pro-drug 

Benznidazole inside this organelle, it would decrease its activation rate, resulting in 

the parasite survival. It is possible that a Pgp-mediated mitochondrial BZ efflux in 

B15 parasites may be contributing for the drug resistance mechanism in clones 1-3, 

obtained from B15 population (Campos et al., 2014). Studies on MDR-positive tumor 

cells suggest that the expression of Pgp in mitochondria may also act as anti-

apoptotic agent since it blocks cytochrome c release into cytosol after apoptotic 

stimuli (Kojima et al., 1998).  

Interestingly, in addition to the plasma membrane and mitochondria, a peculiar 

labelling was observed in the posterior region of L. amazonensis, which was stronger 

in the LA10 parasites (Figs 1B, arrow).  It seems that Pgp is over-expressed in some 

organelle localised in the posterior region of resistant L. amazonensis promastigotes, 

where might be the endoplasmic reticulum or acidocalcisome. Co-localization of Pgp 



 

with the acidocalcisome marker proton pyrophosphatase VP1 was verified in 

Toxoplasma gondii (Bottova et al., 2010). The authors suggest that Pgp may be 

involved in T. gondii Ca2+ regulation. Dodge and collaborators (2004) showed the 

LeMDR1 localization in secretory and endocytic compartments, such as Golgi 

apparatus, endoplasmic reticulum (ER) and a multivesicular tubule (MVT)-lysosome 

in L. enriettii and L. mexicana promastigotes. Further studies on transmission 

electron microscopy using immunogold labeling technique and RE and/or 

acidocalcisome markers would help us to clarify the exact Pgp location in the drug 

resistant L. amazonensis parasites.  

Here we show for the first time the subcellular localization of TcPGP2 in T. 

cruzi. Drug resistance to Benznidazole and MEOTIO in T. cruzi is associated with the 

expression of   P-glycoprotein not only in the plasma membrane but also in the 

mitochondria. It is clear the over-expression of Pgp in L. amazonensis promastigotes 

resistant to MEOTIO, but apart from plasma membrane, there is another specific 

location for Pgp in the  resistant parasites that should be further investigated. 

Moreover, the anti-L. amazonensis and anti-T. cruzi Pgp serum reported here may 

be applied in several immunological techniques on the different developmental forms 

of both trypanosomatids, aiming to elucidate how P-glycoprotein contributes for the 

drug resistant phenotype. 
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5. CAPÍTULO 3 



 

 

 

              O Capítulo 3 corresponde ao artigo publicado no Molecular Biochemical 

Parasitology no qual o objetivo principal foi verificar o papel da NTR nitroredutase 

tipo I (TcNTR) no mecanismo de resistência a BZ em três clones isolados de uma 

única população resistente. A NTR  tipo I é uma enzima que cataliza a ativação dos 

compostos nitroheterocíclicos Bz e nifurtimox (Nif) dentro do parasito. Os resultados 

mostram que os clones 1-3 apresentaram diferentes níveis de resistência ao BZ, 

variando entre 9 e 26 vezes mais resistente que a população parental, além de 

apresentarem resistência cruzada com o nifurtimox (NFX). O sequenciamento gênico 

e a análise do perfil cromossômico revelaram que cada clone adquiriu uma mutação 

stop codon no gene TcNTR, e  que no clone 1 houve a perda de uma cópia do 

cromossomo contendo o gene TcNTR. No entanto, estes eventos por si só não são 

capazes de explicar a extensão e diversidade da resistência ao BZ nestes clones de 

T. cruzi, sugerindo que mecanismos adicionais devem estar operando para contribuir 

com a enzima TcNTR no fenótipo de resistência. T. cruzi possui a habilidade de 

desenvolver resistência em eventos sequenciais e independentes mesmo dentro de 

uma única população, o que traz implicações importantes para o desenvolvimento 

de novas drogas contra este parasito.   

 

 

Campos MC, Leon LL, Taylor MC, Kelly JM. 2014. Benznidazole-resistance in 

Trypanosoma cruzi: Evidence that distinct mechanisms can act in concert. Mol 

Biochem Parasitol  2014, 193(1):17-9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24462750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24462750


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CAPÍTULO 4 



 

 O Capítulo 4 corresponde à análise do papel da enzima glioxalase I 

(TcGLO1) no mecanismo de resistência ao Bz em T.. Após a ativação do Bz pela 

enzima nitrorredutase tipo I de T. cruzi (TcNTR), metabólitos tóxicos são formados 

sendo o produto final o glioxal,  um dialdeído capaz de reagir com o DNA, tióis e 

proteínas, sendo portanto, tóxico para o parasito. Em T. cruzi e outros 

tripanosomatídeos foi descrito o sistema glioxalase dependente de tióis, que conta 

com a participação da enzima glioxalase I, a qual atua na detoxificação do glioxal. 

No presente capítulo, mostramos o efeito da superexpressão do gene TcGLO1 na 

suscetibilidade de T. cruzi ao Bz, investigando desta forma, a possível a participação 

da enzima glioxalase I no mecanismo de resistência ao Bz neste tripanosomtídeo. 

Este estudo foi realizado no Departamento de Biologia Molecular de Patógenos da 

London School and Hygiene and Tropical Medicine, Londres, sob a supervisão do 

Dr. John Kelly.  

 

 

Introdução  

 

O sistema glioxalase tiol-dependente foi descrito em Leishmania spp. e T. 

cruzi e compreende as enzimas glioxalase I (lactoilglutationa liase) e glioxalase II 

(hidroxiacilglutationa liase) (Vickers e cols., 2004; Greig e cols., 2006; Padmanabhan 

e cols., 2006). Trata-se de metaloenzimas que atuam em eventos sequenciais 

levando à detoxificação do metilglioxal, um substrato fisiológico derivado da glicólise 

a partir da degradação de intermediários de triose fosfato. O metilglioxal forma 

espontaneamente um aduto com tióis, como a tripanotiona, dando origem ao 

hemitioacetal. Este, por sua vez, é isomerizado a S-D-lactoiltripanotiona, pela 

enzima glioxalase I. Em sequência, a glioxalase II cataliza a hidrólise do éster S-D-

lactoiltripanotiona, liberando D-lactato e regenerando o tiol (Vickers e cols., 2004). 

Ainda, estudos mostram que embora a glutationa também possa ser usada como 

substrato da glioxalase I, a constante de especificidade é maior para a tripanotiona, 

o que torna essa via atrativa como alvo de drogas tripanocidas (Greig e cols., 2006).  

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 15: Metabolismo de metilglioxal em T. cruzi.   A enzima glioxalase I (GLO1) 

cataliza a reação de isomerização do hemitioacetal, aduto formado entre o 

metilglioxal e a tripanotiona, a S-D-lactoiltripanotiona. Em sequência, a enzima 

glioxalase II (GLO2) cataliza a hidrólise do éster S-D-lactoiltripanotiona, liberando D-

lactato e regenerando a tripanotiona (adaptado de Vickers e cols., 2004). 

 

Levando em consideração a existência de um sistema de defesa contra o 

metabólito metilglioxal em T. cruzi, é possível que esse sistema de detoxificação 

também atue contra a toxicidade mediada pelo glioxal, formado a partir da redução 

de Bz pela enzima TcNTR. Este nitroimidazol é reduzido à hidroxilamina pela TcNTR 

numa reação que utiliza o NADH e a flavina FMNH2 como doadores de elétrons. A 

hidroxilamina sofre rearranjo dando origem ao derivado hidroxilado da hidroxilamina, 

sob condições neutras, através de um intermediário íon nitrenium. A posterior adição 

de água resulta na formação de dihidro-dihidroximidazol, cuja dissociação leva à 

formação do metabólito tóxico dialdeído glioxal como apresentado na Figura 13 (Hall 

& Wilkinson, 2011).  

Deste modo, seria relevante avaliar o papel da enzima glioxalase I na 

suscetibilidade de T. cruzi a Bz e, consequentemente, sua possível atuação no 

mecanismo de resistência à droga. O racional neste caso seria que a 

superexpressão da enzima glioxalase I em T. cruzi agiria de modo a detoxificar o 

hemitioacetal, formado pela ativação de Bz, o que resultaria na sobrevivência dos 

parasitos.  



 

 

Objetivo 

A enzima atua na detoxificação de glioxal, um dos metabólitos tóxicos 

gerados após a ativação do Bz pela nitrorredutase tipo I. Este capítulo tem como 

objetivo a avaliação do papel da enzima glioxalase I no mecanismo de resistência ao 

Bz em T. cruzi. 

 

Material e métodos 

 Cultivo dos Parasitos 

Epimastigotas da cepa CL-Brener de T. cruzi foram mantidas em passagens 

semanais a 28oC, em meio RPMI-1640 suplementado com 0.5% (w/v) tripticase 

(BBL), 0.5% (w/v) HEPES, 0.03 M hemina e 10% (v/v) soro fetal bovino.  

 

 Obtenção de DNA e RNA de T. cruzi 

DNA: Epimastigotas em fase log de proliferação (concentração de 1x107 

parasitos/mL) foram centrifugados a 3.000 rpm a 4oC, e o sedimento ressuspendido 

em 1 mL de tampão de lise (1 mM Tris-HCl pH 8,0,  0.5 mM EDTA, 10% SDS em 

água destilada) contendo proteinase K, incubado overnight a 37oC. A extração de 

DNA foi feita pela técnica de fenol-clorofórmio (Sambrook e cols., 1989). Ao DNA 

precipitado foram acrescentados 500 µL de etanol 70% por 30 min, centrifugado sob 

as mesmas condições anteriores, mantido a temperatura ambiente até secar 

completamente. O DNA foi então ressuspendido em 200 µL de água mili-Q estéril 

tratado com 100 µg/mL Rnase A (Termo Scientific) por 1 hora e mantido a  -20°C até 

o uso.  

RNA: O RNA total foi obtido utilizando-se o RNeasy Mini Kit (Qiagen), de 

acordo com as instruções do fabricante, e tratado com DNAse (Qiagen) por 15 

min/temperatura ambiente.  

O DNA e o RNA foram quantificados espectrofotometricamente usando 

NanoDrop 1000 (Thermo, Fisher Scientific,Waltham, MA, EUA). 

 Clonagem do gene TcGLO1 

A sequência total do gene TcGLO1 (NCBI Reference Sequence: 

XM_813363.1) foi amplificada pela técnica de reação em cadeia da polimerase 

(PCR) a partir do DNA genômico da cepa CLBrener de T. cruzi. A reação de PCR foi 

feita utilizando enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (TermoScientific) e  

primers contendo sítio para enzimas de restrição BamHI: Forward (5'-ATCGCGA-



 

GGATCC-ATGTCAACACGACGACTTATGCAC-3') e HindIII: Reverse (5'-TAGCTCT-

AAGCTT-TTAAGCCGTTCCCTGTTCATTC-3'). A seguinte programação foi utilizada: 

98ºC por 2 min, (98 ºC por 30 seg / 55 ºC por 30 seg / 72 ºC por 2 min) durante 30 

ciclos. A avaliação do DNA amplificado foi feita por eletroforese em gel de agarose, 

e a purificação destes produtos através do kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen). O produto de PCR obtido (426 bp) foi confirmado por sequenciamento pelo 

método de Sanger, através do analisador ABI Prism 3100, conforme descrito no 

capítulo 2. O produto do PCR foi então ligado ao vetor de expressão pTEX (Kelly e 

cols., 1992, Figura 16) usando a enzima DNA ligase (DNA ligation kit, Sigma 

Aldrich), e este plasmídeo recombinante (pTEX-TcGLO1)  foi então usado para 

transformar bactérias Escherichia coli. (DH50L) Após a replicação das bactérias em 

placa de Petri contendo meio ágar-LB na presença de antibiótioco Ampicilina, foi 

possível selecionar aquelas colônias contendo o plasmídeo recombinante. O 

plasmídeo foi isolado, utilizando o kit (Qiagen Plasmid Mini Kit, Qiagen), submetido à 

digestão enzimática (BamHI, HindIII) e a análise feita por eletroforese em gel de 

agarose para confirmar a presença do inserto de DNA naquele plasmídeo. O 

plasmídeo recombinante pTEX-TcGLO1 foi usado para a transfecção de 

epimastigotas da cepa CL-Brener de T. cruzi. 

 

Figura 16: Vetor de expressão  pTEX (5.6kb). O sítio de clonagem contém 9 sítios 

para enzimas de restrição, incluindo as endonuclease BamHI e Hind III, usadas no 

presente trabalho. O vetor também contém genes de resistência aos antibióticos 

G418 (NeoR) e ampicilina (AMPR). 

 

  

 



 

Transfecção do pTEX-TcGLO1  

 

Epimastigotas (1x107parasitos/mL) em fase logarítmica de proliferação foram 

centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min, o sedimento foi lavado com PBS estéril, 

novamente centrifugado e ressuspendido na solução de eletroporação (Amaxa cell 

line Nucleofactor kit V). Foram transferidos 0,2 mL desta suspensão de células para 

cubeta de eletroporação e em seguida foram adicionados de 40 µg de plasmídeo 

recombinante pTEX-TcGLO1. Em paralelo, o vetor de expressão pTEX  sem o gene 

de interesse foi usado como controle. A eletroporação foi feita com 2 pulsos de 450 

V e 500 μF, usando o aparelho Nucleofector® Device (Lonza Cologne AG, 

Germany). A suspensão de células foi então transferida para garrafas de cultura de 

75 cm3 contendo 10 mL de meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino 

e mantida overnight a 28oC. No dia seguinte, foi acrescentado o inibidor de síntese 

proteica G14 (100 μg/mL). Após 3 dias os epimastigotas foram sub-cultivados, 

mantendo a concentração de 1x106 parasitos/mL) utilizando sempre o G14 como 

agente seletivo, já que o plasmídeo contém gene de resistência a este antibiótico. 

Após 20 dias, foram selecionadas células resistentes e foi feita clonagem dos 

parasitos por diluição limitante. 

 

 Southern blot  

 

O DNA obtido a partir dos parasitos transfectados foi linearizado após 

digestão com a endonuclease de restrição BamH I a 37oc por 1 h e submetido a 

eletroforese em gel de agarose (1%), em tampão de corrida TAE 1X (Tampão Tris-

acetato: Tris 40 mM, ácido acético 20 mM, EDTA 1 mM) contendo 5 μg/mL de 

brometo de etídeo (Merke Millipore). Após a transferência do DNA para a membrana 

de nylon (Hybond-N+, GE Healthcare, USA) ela foi exposta à radiação ultravioleta, 

permitindo a ligação covalente do DNA à membrana. A hibridização ocorreu a 65oC 

em solução [1% BSA (w/v), 7% SDS (w/v), 1 mM EDTA pH 8, 0.5% (w/v) Na2HPO4] 

utilizando sonda específica correspondente ao gene TcGLO1(426bp) obtido por 

PCR. A sonda foi marcada radioativamente com [32P] dCTP usando o kit Rediprime 

II DNA Labeling System (GE Healthcare, Life Sciences), segundo instruções do 

fabricante. A análise das imagens foi feita por autoradiografia pela exposição da 

membrana a um filme de raio-X (Eastern Kodak Company, EUA). 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_ultravioleta


 

 Northern Blot 

A eletroforese do RNA (10 μg) foi realizada em gel de 1% agarose-

formaldeído, usando tampão de corrida (5 mM acetato de sódio, 20 mM MOPS pH 

7,0, 1 mM EDTA). A transferência do RNA para uma membrana de nylon foi feita 

overnight em solução SSC 10x (1,5M NaCl, 0,15 M citrato de sódio pH 7,0). Após a 

transferência do RNA para a membrana de nylon, a exposição à radiação ultravioleta 

foi feita para ligar covalentemente o RNA à membrana. A hibridização foi feita a 42oC 

em solução [5 x SSC (0,75 M NaCl e 0,075 M citrato de sódio); 50 % formamida; 5 x 

solução Denhardt (0,5 g Ficoll 400; 0,5 g polivinilpirrolidona MW 360000; 0,5 g BSA); 

1 % SDS] usando a mesma sonda descrita no item 3.5. A análise e quantificação 

das imagens foi feita usando o aparelho Typhoon (Amersham Biosciences) e o 

programa Quantity One (BioRad).  

 

 Atividade tripanocida 

Epimastigotas a uma concentração final de 5x106 parasitos/mL foram 

incubados em meio RPMIs contendo diferentes concentrações de Bz (1,9 a 30 μM) 

preparadas em dimetilsufóxido (Merck, Germany) (concentração final inferior a 1 %). 

Os ensaios foram realizados a 28oC por 5 dias, em placa de 48 poços, volume final 

de 1 mL/poço.  A contagem das células foi feita em câmara de Neubauer e o EC50 foi 

determinado, correspondendo à concentração que inibe 50% da proliferação dos 

parasitos. Parasitos não tratados foram usados como controle. Os ensaios foram 

realizados em duplicata, em 4 repetições.  

 

 

Resultados e Discussão 

 

A presença de múltiplas cópias do gene TcGLO1 na cepa CL-Brener de T. 

cruzi foi confirmada pela técnica de Southern Blot (Fig. 17A). Além disso, o ensaio 

de Northern Blot mostrou que os parasitos transfectados com o pTEX-TcGLO1 

apresentaram expressão 6 vezes maior do gene TcGLO1 em relação ao controle 

transfectado apenas com ptex (Fig 17B). Embora a transfecção do gene TcGLO1 na 

cepa CL-Brener de T. cruzi tenha sido bem sucedida, não observamos diferença na 

suscetibilidade a  Bz nos parasitos transfectados com o vetor ptex-TcGLO1 ou 

apenas ptex, sugerindo que a superexpressão da glioxalase I em T. cruzi não 

confere resistência ao Bz.  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_ultravioleta
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Figura 17: Análise por Southern Blot (A) Northern Blot (B) de epimastigotas da cepa 

CL-Brener transfectadas com o vetor de expressão pTEX (1) ou com o plasmídeo 

recombinante ptex-TcGLO1 (2). As imagens superiores correspondem ao gel de 

agarose corado com brometo de etídeo e as imagens inferiores correspondem ao 

filme fotográfico após revelação. A sonda de DNA consiste no gene TcGLO1 

marcado radioativamente com [32P] dCTP. Atividade tripanocida de Bz/5 dias sobre 

parasitos transfectados com ptex ou com ptex-TcGLO1 (C). 

 

A enzima glioxalase 1 é uma metaloenzima que isomeriza o hemitioacetal a 

S-D-lactoilglutationa, logo, requer um íon metálico como co-fator, possuindo 

preferência pelo níquel, mas também utiliza cobalto, manganês ou zinco (Greig, e 

cols., 2006). O fato de esta enzima contar com a participação de metais como co-

fatores pode ser uma indicativa de que talvez fosse necessário a suplementação 

com estes metais nos ensaios de atividade tripanocida. Além dos metais, o tiol 

também é requisito para esta reação, porém os níveis de tripanotiona em 

epimastigotas de T. cruzi já são naturalmente elevados, logo, não seria necessária a 

adição de excesso de T[SH]2 para que a reação ocorresse (Ariyanayagam & 

Fairlamb, 2001). 

Considerando que a regulação da expressão gênica em tripanosomatideos é 

pós-transcricional seria interessante avaliar a expressão da enzima TcGLO1 nos 

parasitos transfectados, pela técnica de Western blot. O soro policlonal específico  



 

anti-(Leishmania major GLO1) produzido por Greig e colaboradores (2006), também 

reconhece a TcGLO1 e poderia ser usado para este ensaio. Neste mesmo trabalho, 

os autores sugerem que esta enzima  TcGLO1 esteja localizada no citosol e na 

mitocôndria de epimastigotas de T. cruzi. Assim, seria interessante avaliar a 

localização de TcGLO1 nos parasitos que estão super-expressando esta enzima, 

para confirmar se a mesma foi direcionada à mitocôndria, onde poderia estar 

exercendo a função de detoxificação do glioxal formado pela ativação de Bz. 

A afinidade da enzima TcGLO1 pelo tiol tripanotiona reduzida em detrimento 

da glutationa, indica esta enzima como possível alvo para drogas tripanocidas. O 

efeito citotóxico de inibidores da enzima glioxalase já foi mostrado sobre 

microorganismos patogênicos como Plasmodium falciparum (Thornalley e cols., 

1994) e Staphylococcus aureus (Edagwa e cols., 2013), e é possível que a inibição 

do sistema glioxalase também exerça efeito tóxico contra tripanosomatideos. 

Portanto, inibidores da enzima TcGLO1 poderiam ser testados nos parasitos 

transfectados com ptex-TcGLO1 descritos no presente estudo, para a verificação 

desta hipótese.  

De acordo com Hall e colaboradores (2011) a ativação do Bz leva à formação 

de metabólitos como a hidroxilamina e o íon nitrenium, além do produto final glioxal.  

Os autores sugerem que o primeiro seja capaz de reagir com ácidos nucléicos e 

proteínas e o segundo, possa se conjugar a tióis. De fato, parece que o glioxal 

sozinho não seja capaz de explicar toda a formação dos adutos de DNA detectados 

após a ativação da pró-droga, e que o efeito tripanocida estaria relacionado ao efeito 

combinatório de todos estes metabólitos.  

Em suma, nossos resultados mostram que a super-expressão da enzima 

glioxalase I na cepa CL-Brener de T. cruzi não está associada à resistência ao 

composto Benznidazol. Tal fato sugere que umoutro metabólito intermediário 

formado anteriormente ao glioxal, gerado após a ativação do Bz, estaria sendo 

responsável pela atividade tripanocida no nosso modelo de estudo.   

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. ANEXO 1 



 

 

 O Anexo 1 corresponde à validação in vitro de cepas de T. cruzi 

transgênicas expressando o gene red-shifted-luciferase de Photinus pyralis 

(PpyRE9H). Esta variante do gene da firefly luciferase, comumente empregada nos 

ensaios de imagem por bioluminescência, foi produzida para emitir luz no 

comprimento de onda de 610 nm, reduzindo a absorção de luz pelo grupo heme dos 

eritrócitos e, portanto, permitindo a detecção dos parasitos em tecidos mais 

profundos. Cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes DTUs foram transfectadas 

com o gene PpyRE9H e a validação in vitro desta transfecção é descrita neste 

capítulo. A atividade da luciferase foi investigada em epimastigotas e 

tripomastigotas, bem como, os níveis de expressão da enzima em amastigotas 

intracelulares e sua variação célula-a-célula. Esta validação in vitro é fundamental 

para futuros ensaios de imagem por bioluminescência in vivo, considerado um 

modelo de estudo promissor para o estudo de resistência a drogas em 

tripanosomatídeos.Este estudo foi realizado no Departamento de Biologia Molecular 

de Patógenos da London School and Hygiene and Tropical Medicine, Londres, em 

colaboração com o Dr. Michael Lewis.  

 

Introdução 

 

 A técnica de imagem por bioluminescência trouxe avanços nos estudos de 

protozoários parasitos dos gêneros Leishmania, Plasmodium e Trypanosoma (Lang 

e cols., 2005; Myburgh e cols., 2013; Claser e cols., 2014). Trata-se de uma técnica 

não invasiva que está baseada na detecção de luz emitida pelos parasitos que 

expressam a enzima luciferase. Esta enzima cataliza a oxidação do substrato 

luciferina (D-LH2) a oxiluciferina na presença de ATP-Mg e oxigênio molecular, 

numa reação em que há liberação de energia luminosa.  

O desenvolvimento de T. cruzi luminescente representa um grande avanço no 

estudo de diferentes aspectos da doença de Chagas, incluindo análise do curso da 

infecção in vivo, patogênese, tropismo tecidual e teste de novas drogas.  Hylanda e 

colaboradores (2008) descreveram o primeiro T. cruzi luminescente, transfectando a 

cepa Brazil com vetor de expressão contendo o gene firefly luciferase. A expressão 

estável desta enzima pelo parasito é requisito para o estudo de imagem por 

bioluminescência.  Para isso, foi feita a integração do gene da luciferase em uma 

região essencial do genoma do parasito (locus tubulina) para garantir sua expressão 



 

constitutiva. A presença do gene que confere resistência a higromicina no vetor de 

expressão permitiu a seleção dos parasitos após a transfecção. Os autores foram 

capazes de detectar luminescência nos três estágios evolutivos de T. cruzi pelos 

métodos in vitro, in vivo e ex vivo.    Posteriormente, foram descritos trabalhos com 

outras cepas/clone, tais como cepa Y (Andriani e cols., 2011) e clone Dm28c 

(Henriques e cols., 2012; 2014). 

No entanto, uma limitação deste método consiste na detecção dos parasitos 

em tecidos profundos. A absorção e o espalhamento dos sinais da bioluminescência 

são os principais problemas encontrados. A hemoglobina é um cromóforo nos 

tecidos e absorve luz na região azul-verde do espectro visível, o que se sobrepõe à 

emissão máxima da firefly luciferase (562 nm), a mais comum enzima usada nos 

estudos de bioluminescência. No intuito de melhorar a sensibilidade do método, 

Branchini e colaboradores (2010) descreveram a obtenção de uma variante da firefly 

luciferase, a red-shifted luciferase de Photinus pyralis (PpyRE9H), que foi produzida 

para emitir luz no comprimento de onda de 610 nm, reduzindo  a absorção de luz 

pelo grupo heme dos eritrócitos e, portanto, permitindo a detecção dos parasitos em 

tecidos mais profundos. 

McLatchie e colaboradores (2013) desenvolveram um sistema para otimizar a 

detecção de T. brucei em modelo experimental in vivo. O gene PpyRE9H foi 

integrado no genoma do parasito usando o vetor de expressão pTb-AMLuc. Quando 

camundongos da linhagem BALB/c foram infectados com formas sanguíneas de T.  

brucei  expressando PpyRE9H foi possível detectar até mesmo 100 parasitos  

concentrados no peritônio, com uma correlação direta entre carga parasitaria e total 

de bioluminescência. As imagens de bioluminescência nos animais tratados com 

melarsoprol, após 15 dias de infecção, revelaram a reemergência dos parasitos após 

o tratamento, embora a parasitemia estivesse subpatente. Para comparar a 

sensibilidade do red-shifted luciferase em relação ao gene repórter firefly luciferase, 

camundongos CD-1 foram infectados em paralelo com T. brucei transfectado com 

ambos os genes. Imagens obtidas 7 e 21 dias pós-infecção mostram claramente o 

aumento do sinal de bioluminescência adquirido com o red-shifted luciferase. Ainda, 

a infecção residual no cérebro de camundongos infectados com T. brucei 7 dias 

após tratamento com berenil, foi mais eficientemente detectada quando os parasitos 

expressando red-shifted luciferase foram utilizados. 

Devido à sensibilidade da técnica que utiliza o gene red-shifted luciferase, ela 

pode ser explorada para o monitoramento da fase crônica da infecção murina por T. 



 

cruzi, permitindo que a carga parasitária seja medida continuamente e a distribuição 

tecidual e eficácia da droga monitorada (kelly & Taylor 2014; Lewis e cols., 2014). 

Assim, dois dos principais princípios quando se trata da ética no uso de animais 

podem ser respeitados, como o refinamento, por ser uma técnica não invasiva, e a 

redução, por permitir que menor número de animais seja utilizado, já que não é 

necessário a eutanásia dos mesmos em cada etapa da  infecção e/ou tratamento.   

 

No presente estudo foi avaliada uma variedade de cepas de T. cruzi 

pertencentes a diferentes linhagens filogenéticas (Lewis e cols., 2009; Barnabé e 

cols., 2011) (Tabela 1). A obtenção de parasitos bioluminescentes foi feita através 

da integração do gene red-shifted Photinus pyralis luciferase (PpyRE9H) no genoma 

de epimastigotas de cada cepa/clone de T. cruzi usando o plasmídeo pTb-AMLuc. 

No intuito de validar a transfecção e verificar a expressão e atividade da luciferase 

nestes parasitos, formas epimastigotas e tripomastigotas foram avaliadas quanto 

aos níveis de expressão de luciferase. Em amastigotas intracelulares os níveis de 

expressão desta enzima e a variação célula-a-célula também foram investigados.  

 

Objetivos 

Objetivo Geral 

 O presente estudo teve como objetivo a validação in vitro da expressão e 

atividade do gene repórter red-shifted luciferase em diferentes cepas de 

Trypanosoma cruzi 

 

Objetivos Específicos 

 Avaliar a atividade enzimática da luciferase em formas epimastigotas e 

tripomastigotas de cultura de diferentes cepas transgênicas  

 Determinar o limite de detecção de formas tripomastigotas derivadas de cultura 

 Avaliar a expressão da luciferase em formas amastigotas intracelulares e analisar 

a variação célula-a-célula nestes parasitos 

 

Materiais e métodos 

 

 Células de linhagem L6 (ATCC® CRL-1458™) 

As células foram mantidas em garrafas de cultura de 75 cm2 em meio RPMI-

1640 suplementado com 10% SFB e 4 mM L-glutamina (RPMIS), a 37 °C na 



 

presença de 5% de CO2. O subcultivo foi realizado duas vezes por semana, para 

que sempre fosse mantida uma monocamada de células. Para ensaios de infecção 

de células com tripomastigotas, as células foram mantidas em meio RPMI-1640 

suplementado com 2% SFB no intuito de restringir o crescimento celular e manter as 

células em monocamada. 

 

 Parasitos 

Todos os experimentos descritos a seguir foram realizados utilizando-se as 

cepas e clones cedidos pelo Dr Michael Lewis, descritos na Tabela 1.  

 

Tabela 1.  Linhagem filogenética e origens biológica e geográfica de cada 

cepa/clones estudados 

Cepa/Clone Linhagem Origem Biológica Origem Geográfica

CHACO-17 AC2 TcVI Triatoma infestans Chaco, Paraguai

JR-AM3 TcI Homo sapiens Anzoátegui, Venezuela

ERA-AA1 TcIV Homo sapiens Anzoátegui, Venezuela

Peru-AC4 TcVI Triatoma infestans Peru

CL BRENER TcVI Triatoma infestans Rio Grande do sul, Brasil

VFRA-ABI TcVI Triatoma infestans Francia, Chile

CM17 TcIII Dasyprocta fugilinosa Carimaga, Colombia

BUG-2148 ABO TcV Triatoma infestans Rio Grande do sul, Brasil

 

 

 Obtenção e manutenção dos parasitos 

Epimastigotas: a manutenção de parasitos de cada cepa transfectada com o 

gene red-shifted luciferase (Tabela 1) foi feita em meio RPMI suplementado com 

0.5% (w/v) tripticase (BBL), 0.5% (w/v) HEPES, 0.03 M hemina e 10% (v/v) soro fetal 

bovino, em passagens semanais e cultivo a 28oC.  

Tripomastigotas metacíclicas: formas epimastigotas foram mantidas em meio 

RPMI por no mínimo 15 dias, sem a reposição do meio de cultura, levando à sua 

transformação a tripomastigotas metacíclicas devido ao estresse nutricional. A 

purificação de tripomastigotas metacíclicas foi feita conforme descrito por Campos e 

colaboradores (2013).  

Tripomastigotas de cultura de células: Monocamadas de células de linhagem 

L6 em garrafas de cultura foram infectadas com 5x106 tripomastigotas metacíclicas. 



 

Após 24 h de infecção, as garrafas foram lavadas para remoção dos parasitos não 

internalizados. A partir do 5o dia pós-infecção, tripomastigotas derivados de cultura 

de células começaram a ser observados no sobrenadante, sendo coletados para os 

ensaios de imunofluorescência. 

 

 Análise da atividade da enzima luciferase em epimastigotas e 

tripomastigotas  

Preparação do lisado celular de epimastigotas e tripomastigotas de cultura: O 

tampão de lise foi preparado conforme descrito no protocolo do kit Luciferase Assay 

System (Promega). Para cada análise de atividade da luciferase, 5x106 parasitos 

foram centrifugados por 10 minutos a 800xg, e após ser lavado com solução salina 

tamponada (PBS), o pellet final foi ressuspendido em 50 μL do tampão de lise 

celular 1x CCLR (Cell Culture Lysis Reagent) e homogeneizado em vórtex por 10 

segundos. Os tubos foram mantidos em gelo quando para uso imediato, ou 

preservados a -80 °C.  

 

 Análise da atividade enzimática da luciferase: Dez microlitros de cada 

amostra de parasito lisado foram adicionados a 90 μL do substrato luciferina 

(Luciferase Assay System, Promega) com proteção da luz em uma microplaca de 96 

poços. A leitura da reação foi feita no espectrofluorímetro (SpectraMax Gemini XS, 

Molecular Devices) a 610 nm, comprimento de onda correspondente ao pico de 

emissão de luminescência para a red-shifted Photinus pyralis luciferase (PpyRE9h). 

Os resultados foram expressos em unidade relativa de luz (URL) em função do 

número de parasitos. O limite de detecção para tripomastigotas de cultura foi 

avaliado por meio de diluição seriada 1:10, partindo-se de uma concentração inicial 

de 5x106 parasitos lisados, obtidos conforme descrito acima. Como controle da 

atividade enzimática da luciferase foram utilizadas parasitos da cepa CL-Brener 

transfectada com o vetor de expressão pTb-AMLuc, mas sem o gene da  luciferase 

integrado. 

 

 Análise da expressão da luciferase em amastigotas intracelulares 

 Obtenção de amastigotas intracelulares: Lamínulas de vidro esterilizadas com 

etanol 70% foram colocadas no fundo de placas de 24 poços. As células L6 foram 

tripsinizadas e centrifugadas a 1500xg por 5 minutos e ressuspendidas em meio 

RPMI/2% SFB. A contagem de células foi feita em câmara de Neubauer, e foram 



 

adicionadas 1x105 células no volume final de 1 mL por poço. A placa foi mantida a 

37 °C/5% CO2 por 24 h. No dia seguinte, as células foram infectadas com formas 

tripomastigotas metacíclicas na proporção 5:1 (parasitos/célula) e mantidas a 37 

°C/5% CO2 por 24 h. A reposição de meio foi feita todos os dias até o 5o dia pós-

infecção, quando então as células foram preparadas para a análise da expressão da 

luciferase, por imnunofluorescência indireta. 

 

 Ensaio de imunofluorescência indireta: As células foram lavadas três vezes 

com PBS e fixadas com 500 µL de solução de paraformaldeído 4% (dissolvido em 

PBS) por 1 h em temperatura ambiente. Após remoção da solução fixadora, os 

parasitos foram permeabilizados com 250 µL de 0.1% Triton X-100 em PBS por 5 

min. O bloqueio da ligação inespecífica foi feita com solução 20% SFB em PBS por 

1 h em temperatura ambiente. A incubação com 250 µL de anticorpo primário anti-

luciferase (Polyclonal Goat anti-Luciferase antibody, Promega) foi feita na diluição 

1:500 em solução de bloqueio, overnight a 4oC em câmara úmida. As células foram 

lavadas em PBS por 3 vezes e incubadas com 250 µL do anticorpo secundário 

conjugado com Alexa488 (Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Goat IgG, Molecular 

Probes) na diluição 1:1000, por 1 h/temperatura ambiente. A marcação do DNA foi 

feita com 1 µM Hoechst 33342 (Invitrogen) por 30 min. As lamínulas foram então 

colocadas sobre lâminas utilizando o meio de montagem Fluorpreserve 

(Calbiochem). As imagens foram analisadas no microscópio confocal (Carl Zeiss, 

France) no aumento de 40x sob óleo de imersão.  

 

Resultados e Discussão 

A Figura 17 mostra a atividade enzimática da luciferase em epimastigotas e 

tripomastigotas de cultura, representada em unidades relativas de luz (URL). Todas 

as cepas/clone transfectados com o gene red-shifted luciferase: clone CL-Brener 

(CL-Brener Luc), e cepas JR, ERA, Peru, CM17, Chaco, VFRA e Bug-1248 

apresentaram atividade enzimática nas formas epimastigotas, embora em diferentes 

níveis. Tal atividade foi mantida após a transformação do parasito em 

tripomastigotas de cultura, o que mostra a estabilidade da expressão da enzima no 

decorrer do ciclo evolutivo do parasito.  Em relação às cepas JR e ERA a expressão 

da luciferase se manteve a mesma nas formas epimastigotas e tripomastigotas, já as 

cepas Peru, CM17, Chaco e VFRA apresentaram maior atividade da enzima em 



 

tripomastigotas de cultura. Não foi possível a obtenção de formas tripomastigotas de 

cultura a partir da cepa Bug-1248, devido sua baixa infectividade.  

 

 

Figura 17: Atividade enzimática da luciferase em epimastigotas e tripomastigotas de 

cultura em diferentes cepas de T. cruzi transfectadas com o gene red-shifted 

luciferase 

 

Os resultados da luminescência mostraram que a emissão de luz é 

diretamente proporcional à concentração (Figura 18). O limite de detecção para as 

formas tripomastigotas de cultura foi de 103 parasitos para as cepas CM17, CL-

Brener Luc, Chaco e VFRA, e 104 para as cepas JR, ERA e Peru. Embora a 

sensibilidade do método não permita a detecção da atividade da luciferase em nível 

de uma única célula, ele pode ser explorado para o teste de drogas em larga escala 

in vitro e in vivo, de maneira eficiente conforme visto em Leishmania (Ashutosh e 

cols., 2005; Lang e cols., 2005) e T. cruzi (Adriani e cols., 2011). 

 



 

 

Figura 18: Limite de detecção da atividade enzimática da luciferase em 

tripomastigotas de cultura de diferentes cepas de Trypanosoma cruzi. 

 

As imagens de imunofluorescência mostram a expressão da luciferase em 

todas as cepas/clone de T. cruzi avaliadas: JR, ERA, Peru, CM17, CL-Brener Luc, 

Chaco, VFRA (Figura 19). Na infecção com o controle CL-Brener selvagem há 

marcação para o núcleo das células e cinetoplasto dos parasitos, mas não há 

fluorescência após a marcação com anticorpo anti-luciferase, conforme esperado. 

Quando comparamos a intensidade do sinal para a marcação com o anticorpo anti-

luciferase, vemos que as cepas que apresentaram maior marcação foram CM17, CL-

Brener Luc e Chaco, corroborando os resultados obtidos para as formas 

tripomastigotas de cultura.  

Embora a cepa VFRA tenha apresentado elevada atividade enzimática para 

luciferase na forma tripomastigota, com limite de detecção compatível ao de CL-

Brener Luc, a expressão da enzima nas formas amastigotas intracelulares 

apresenta-se menos intensa que o esperado. Tal fato pode ser explicado pela 

variação célula-a-célula observada para esta cepa, embora após a transfecção 

gênica dos parasitos eles tenham sido clonados por diluição limitante, no intuito de 

obter uma população clonal. Esta heterogeneidade na expressão da luciferase nas 

amastigotas intracelulares também foi observada para a cepa Peru. Em relação à 

cepa Bug-1248, vemos apenas pequeno número de células infectadas e poucos 

parasitos/célula, corroborando a dificuldade na obtenção de tripomastigotas de 

cultura para os ensaios de atividade enzimática.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 19: Expressão da luciferase em amastigotas intracelulares nas diferentes 

cepas/clone de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusões e Perspectivas 



 

 

 

De acordo com sua variabilidade genética as cepas de T. cruzi estão 

classificadas em diferentes unidades discretas de tipagem (DTUs) TcI - TcVI 

(Zingales e cols., 2009). TcI possui ampla distribuição geográfica, elevada 

variabilidade, está presente em ambos os ciclos silvestre e domiciliar.  TcII, TcV, e 

TcVI estão mais presentes em ciclos domiciliares e são menos polimórficos que TcI. 

TcV e TcVI são híbridos entre TcII e TcIII (Broutin e cols., 2006). TcIII e Tc IV são 

mais prevalentes no ciclo silvestre (Miles e cols., 1981).   

 

O presente trabalho mostra que as cepas JR-AM3 (TcI), ERA-AA1 (TcIV), 

CLB Luc (Tc VI) e Chaco (TcVI) parecem ser as mais indicadas para futuros 

experimentos de bioluminescência em modelo murino, já que apresentam boa 

capacidade infectiva e de replicação, expressão da luciferase ao longo de todo o 

ciclo evolutivo e ausência de variação célula-a-célula na expressão da enzima na 

forma amastigota intracelular.  Já a cepa CM17 (TcIII), embora tenha apresentado 

níveis de atividade e expressão da luciferase em tripomastigotas e amastigotas 

intracelulares comparáveis à da cepa de referência CL-Brener Luc, mostrou-se 

menos virulenta que as cepas citadas acima. Esta cepa poderia ser explorada em 

estudos visando à fase crônica da infecção, já que a baixa virulência do parasito 

pode resultar em sua persistência no hospedeiro, levando à cronicidade da doença.  

De fato, Marinho e colaboradores (2009) mostraram que a infeção de camundongos 

C3H/He com a cepa Sylvio X10/4 levou à miocardite crônica e ausência de fase 

aguda da doença. E, por fim, a cepa Bug-1248, por apresentar baixa infectividade e 

replicação, além de uma insuficiente expressão da luciferase em amastigotas 

intracelulares, não seria a melhor escolha para estudos de infecção em modelo 

murino in vivo.Tendo em vista a elevada diversidade biológica, bioquímica e 

genética intraespecífica em T. cruzi, é de grande importância o estudo de diferentes 

cepas representantes de cada DTU, no que se refere ao teste de novas drogas e 

estudos acerca da patogênese da doença de Chagas.  

 

 

 

 

 



 

Em suma, o modelo de bioluminescência para a infecção de T. cruzi oferece 

uma gama de possibilidades para o estudo da progressão da doença a partir de 

diferentes cepas do parasito. Este modelo permite o acompanhamento da infecção 

em tempo real, de forma não invasiva, mesmo quando a parasitemia é subpatente, 

assim como, o acompanhamento da resolução da infecção em tecidos específicos 

após o tratamento, sem a necessidade de eutanasiar os animais em cada estágio do 

processo. Os experimentos in vitro aqui descritos são fundamentais para o 

aprimoramento e planejamento dos futuros experimentos que serão realizados in 

vivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. DISCUSSÃO 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

DISCUSSÃO 

 

Trypanosoma cruzi e Leishmania sp. são protozoários parasitos, causadores 

da doença de Chagas e das leishmanioses, respectivamente, que afetam milhões de 

pessoas no mundo (OMS, 2013). A resistência a drogas é um fator limitante para o 

sucesso do tratamento destas patologias e tem sido alvo de diversos estudos nos 

últimos anos (Croft e cols., 2006; Alsford e cols., 2013). A variabilidade bioquímica e 

molecular intraespecífica de T. cruzi e/ou interespecífica em Leishmania sp, resulta 

ainda numa diversidade natural no que se refere à suscetibilidade a drogas (Teston 

e cols., 2013; Rai e cols., 2013). Além disso, a resistência pode ser selecionada 

tanto in vitro quanto in vivo quando os parasitos são cultivados na presença das 

drogas (Nirdé e cols., 1995; Andrade-Neto e cols., 2012). Conhecer os mecanismos 

envolvidos neste processo é de suma importância para o desenvolvimento de novos 

compostos que visem minimizar e/ou prevenir o surgimento de resistência, ou 

mesmo para a identificação de novos alvos quimioterápicos. 

 

Embora os derivados de tiossemicarbazona sejam considerados promissores 

para tratamento de protozoários parasitos, incluindo os tripanosomatídeos, nossos 

resultados mostram que os derivados 4-N-(4’-hidroxi-3’-metoxi estiril)-

tiossemicarbazona (2-MEOTIO) e 4-N-(2′-metoxi estiril)-tiossemicarbazona (3-

MEOTIO) são capazes de induzir resistência em T. cruzi e L. amazonensis, 

respectivamente (Capítulos 1 e 3). O mecanismo de resistência desta classe de 

compostos tem sido estudado principalmente em células cancerosas, devido o seu 

grande potencial antitumoral (Vandresen e cols., 2014).  

 

Rappa e colaboradores (1997) mostraram que a resistência de uma linhagem 

de células leucêmicas MQ-580 ao composto 3-aminopiridina-2-carboxialdeído 

tiossemicarbazona (3-AP) está associada ao aumento do efluxo do 3-AP nas células 

resistentes e à superexpressão do gene de resistência a múltiplas drogas (MDR1). 

Utilizando estas mesmas células resistentes, Cory e colaboradores (2007) 

verificaram o aumento do efluxo de rodamina 123 comparando com as células 

parentais, e que  este efluxo era dependente de ATP e bloqueado pelos inibidores 

da Pgp verapamil e ciclosporina A. Estes resultados sugerem a participação da PgP 

no efluxo de derivados de tiossemicarbazona  em células tumorais. O aumento da 



 

expressão desta glicoproteína também parece ser responsável pelo efluxo de 

complexos cobre-bis(tiossemicarbazona) em células de sarcoma uterino (Liu e cols., 

2009).  

 

Similarmente, no presente estudo vimos que a resistência à tiossemicarbazona 

2-MEOTIO em epimastigotas de T. cruzi está associada ao aumento do efluxo de 

rodamina 123 e da atividade  ATPásica da Pgp, bem como, à superexpressão dos 

genes TcPGP1 e TcPGP2 (Capítulo 1). Embora a maioria dos transportadores ABC 

descritos na literatura apresentem ambos os domínios TMD e NBD (Ambudkar e 

cols., 2006), a proteína TcPGP1, devido a inserção de um retrotransposon, não 

contém o segundo domínio NBD, no qual ocorre a hidrólise do ATP, essencial para a 

atividade da proteína. No entanto, é possível que TcPGP1 possar atuar como um 

"half transporter". Embora este tipo de transportador apresente apenas um domínio 

TMD e um domínio NBD, ele é capaz de realizar o efluxo de drogas e tem sido 

associado ao fenótipo de resistência em células tumorais (Wang e cols., 2013) e em 

protozoários parasitos  como  Trichomonas  vaginalis (Orozco  e cols., 1995) e 

Leishmania major (Manzano e cols., 2013). Vimos ainda que o composto 2- MEOTIO 

estimula a atividade ATPásica da  Pgp, indicando que este composto seja, de fato, 

substrato para a proteína, tal como outro derivado de tiossemicarbazona, o 

Triapine® (Scarborough, 1995; Rappa e cols.,1997).  

 

A participação de diferentes classes de transportadores ABC no efluxo de 

antimoniais em Leishmania sp, mediando o fenótipo de resistência a drogas, tem 

sido descrito na literatura. Transportadores ABCC, que reconhecem metais 

conjugados a tióis (glutationa ou tripanotiona), foram identificados em promastigotas 

resistentes a antimoniais dentre eles, o  gene ABCC1 que codifica para a proteína 

de resistência a múltiplas drogas MRPA  (Callahan e cols., 1991; Papadopoulou e 

cols., 1994; Légaré e cols., 2001), e o gene PRP1 identificado inicialmente em 

promastigotas resistentes à pentamidina, e que possuem resistência cruzada com 

antimoniais (Coelho e cols., 2003). Ainda, resistência cruzada com miltefosina foi 

observada em promastigotas  resistentes a daunomicina, as quais superexpressam 

o gene ABCB1 (MDR1) que codifica para a glicoproteína-P (Perez-Victoria e cols., 

2001). Estudos em L. amazonensis mostram que o fenótipo de resistência a 

múltiplas drogas está associada à amplificação do gene LaMDR1 e ao efluxo de 

rodamina 123 (Gueiros-filho e cols., 1995). 



 

 

Dados do nosso grupo mostram que promastigotas de L. amazonensis 

resistentes à tiossemicarbazona 3-MEOTIO apresentam transcrição dos  genes 

LaMDR1 e LaMDR2 4,2 e 5,0 vezes maior, respectivamente, em relação à 

população parental (dados não publicados). No entanto, em tripanosomatídeos 

pouco se sabe a respeito do mecanismo envolvido no transporte de drogas não 

apenas para fora da célula, como também, para fora de organelas específicas. 

Desta forma, o estudo acerca da localização subcelular da Pgp em T. cruzi e L. 

amazonensis pode trazer contribuições importantes sobre distribuição e atividade da 

proteína nestes parasitos e consequentemente, o seu papel na resistência a drogas. 

 

Em nossos ensaios de imunofluorescência, vimos que a resistência aos 

derivados 3-MEOTIO em L. amazonensis e 2-MEOTIO em T. cruzi são 

acompanhados de um aumento na expressão da Pgp (Capítulo 3). O interessante é 

que nestes parasitos a expressão da Pgp não está restrita à membrana plasmática. 

Em L. amazonensis observamos uma marcação mais evidente na região posterior 

do parasito resistente (LA10), quando comparado à população parental, região onde 

se encontram organelas como o retículo endoplasmático (RE) e o acidocalcisoma, 

por exemplo. A co-localização da Pgp com o marcador de acidocalcisomo, próton 

pirofosfatase VP1 foi verificado em T. gondii (Bottova e cols., 2010), e os autores 

sugerem que a Pgp possa estar envolvida na regulação intracelular de Ca2+ neste 

parasito. Dodge e colaboradores (2004) mostraram a localização de LeMDR1 no  

aparelho de Golgi, reticulo endoplasmático (ER) e túbulo multivesicular (MVT)-

lisosoma de promastigotas de L. enriettii e L. mexicana. Ensaios de microscopia 

eletrônica de transmissão usando marcadores específicos para RE e/ou 

acidocalcisoma, e anticorpo anti-Pgp marcado com partículas de ouro trarão 

informações mais precisas sobre a localização da Pgp em L. amazonensis (Dodge e 

cols.,  20004)  

 

 A glicoproteína-P foi identificada na mitocôndria de L. amazonensis e T. cruzi, 

tanto nos parasitos resistentes quanto na população parental. A localização da Pgp 

na mitocôndria tem sido motivo de controvérsias na literatura. Alguns autores 

demonstraram a presença desta proteína em frações de mitocôndria obtidas a  partir 

de células de mamífero (Munteanu e cols., 2006; Solazzo e cols., 2006).  No 

entanto, segundo Peterson e colaboradores (2007) estas frações de mitocôndria 

estariam contaminadas com frações de membrana  plasmática. Para verificar esta 



 

hipótese, os  autores avaliaram células resistentes a vimblastina (KB-V1) (Shen e 

cols., 1986)  e células resistentes  a adriamicina (MCF7) (Clarke e cols.,1992), as 

quais expressam altos níveis de Pgp. Eles  identificaram a presença da Pgp em 

frações de mitocondria, no entanto, após a purificação destas frações para  remoção 

de possíveis contaminantes como a membrana plasmática, verificaram que na 

verdade a Pgp  não está presente nesta organela. Essa observaçào foi confirmada 

por ensaios de microscopia confocal usando anticorpo anti-Pgp e marcador 

específico para a mitocôndria (Mitotracker Deep Red).  

 

Através da técnica de imunofluorescência, utilizando parasitos íntegros, 

verificamos a presença da Pgp na mitocôndria de T. cruzi, sendo que a expressão 

da proteína nesta  organela é maior nos parasitos resistentes a 2-MEOTIO, em 

relação à população parental. A expressão da Pgp na mitocôndria pode estar 

contribuindo com o fenótipo de resistência, através do efluxo dos compostos para 

fora da organela, protegendo o kDNA do parasito. O mecanismo de ação da 2-

MEOTIO ainda precisa ser  elucidado, mas a superexpressão da Pgp na mitocôndria 

dos parasitos resistentes pode ser um indicador de que a mitocôndria atue como 

alvo para este composto. De fato, a mitocôndria já foi apontada como alvo para 

tiossemicarbazonas. Por exemplo, a atividade leishmanicida do composto 

benzaldeído tiossemicarbazona complexado com cobre (BenzCo) está associada à 

disfunção mitocondrial, com despolarização da membrana e alterações na 

ultraestrutura desta organela, e ao estresse oxidativo dentro do parasito (Britta e 

cols., 2012). 

 
Nossos resultados sugerem o envolvimento da  Pgp na resistência  ao BZ   em 

T. cruzi, conforme observado pelo aumento da atividade ATPásica e efluxo de 

rodamina 123, resistência cruzada com moduladores da Pgp, e superexpressão dos 

genes TcPGP1 e TcPGP2, características do fenótipo MDR (Ambudkar e cols., 

1999). Tal como visto em relação à 2-MEOTIO, o BZ também parece ser substrato  

para a Pgp em T. cruzi (Capítulo1). Rigalli e colaboradores (2012) observaram 

aumento da expressão e da atividade desta glicoproteína em células de carcinoma 

hepático HepG2 após tratamento com BZ. Os autores viram ainda, através de 

experimentos usando a técnica de interferência por RNA (RNAi),  que a Pgp está 

envolvida no efluxo de BZ pelas células HepG2, corroborando nossos achados  em 

T. cruzi. 



 

 

Estudos acerca do mecanismo de resistência ao BZ em T. cruzi revelam uma 

ampla variabilidade entre diferentes cepas do parasito, cuja resistência tenha sido 

induzida in vitro ou in vivo (Villarreal e cols., 2004; Andrade e cols., 2008). Esta 

variabilidade pode explicar porque Murta e  colaboradores  (2001) não encontraram 

evidências para a participação da Pgp na resistência ao BZ em T. cruzi. Em estudos 

posteriores deste mesmo grupo (Murta e cols., 2006), foram avaliados os níveis de 

transcritos do gene TcOYE, que codifica para a enzima prostaglandina PGF2 sintase 

(old yellow enzyme), em 17 cepas, resistentes e não resistentes ao BZ e a 

diminuição da transcrição deste gene foi observada em apenas uma cepa resistente, 

em relação a sua população parental (cepa 17LER). O gene TcOYE cataliza a 

síntese de prostaglandina, e parece ser capaz de reduzir nifurtimox em condições 

anaeróbicas (Kubata e cols., 2002). Até o momento, não há evidências para a 

existência de um mecanismo comum de resistência dentro de cada DTU de T. cruzi, 

ou entre cepas que apresentam resistência natural e selecionada em laboratório 

(Villarreal e cols., 2004; Dos Santos e cols., 2008). 

 

No presente estudo, a indução da resistência ao BZ em T. cruzi foi 

estabelecida após pressão seletiva com a droga durante 15 passagens, obtendo-se 

um aumento de 4,7 vezes no valor EC50, com manutenção da resistência durante 

todo o ciclo do parasito (Capítulo 2). Ainda, a curva de proliferação dos clones 1-3 

mostra que os parasitos apresentaram maior tempo de geração que a população 

parental, corroborando os achados de Nirdé e colaboradores (1995). A estabilidade 

do fenótipo resistente em epimastigotas da população B15 cultivada por 6 meses na 

ausência de BZ também foi verificada e corrobora os estudos em cepas de T. cruzi 

com resistência induzida in vitro a esta droga (Villarreal e cols., 2005) e in vivo (Dos 

Santos e cols., 2008). A facilidade com que uma cepa de T. cruzi pode adquirir 

resistência ao BZ in vitro ou mesmo in vivo, pode explicar o grande número de falhas 

terapêuticas observado durante o tratamento da fase crônica da doença de Chagas, 

já que o tratamento é feito por um longo período (Castro e cols., 2006; Wilkinson e 

cols., 2009).  

 

BZ e e Nifurtimox são pró-drogas e ambas precisam ser ativadas dentro do 

parasito pela nitrorredutase tipo-I presente na mitocôndria do parasito (TcNTR) 

(Wilkinson e cols., 2008). A redução do BZ resulta na formação de do metabólito 



 

tóxico glioxal (Hall e cols., 2012), enquanto que a redução do Nifurtimox leva a 

produção de cadeia nitrilas abertas insaturadas, as quais possuem propriedades 

tripanocidas (Hall e cols., 2011). No presente estudo, examinamos três clones de T. 

cruzi (cepa Y) derivados de uma única população resistente ao BZ (B15) que foi 

selecionada pela exposição a concentrações crescentes desta droga (Capítulo 2). A 

estrutura e a expressão do gene TcNTR em cada clone resistente foram analisadas. 

O cariótipo revelou uma variação na ploidia nos cromossomos homólogos que 

contêm o gene TcNTR, sendo verificada a deleção de uma cópia do cromossomo no 

clone 1. O sequenciamento do gene TcNTR nos clones resistentes revelou uma 

substituição C/T na posição 568, gerando um stop codon (TGA) no meio do gene,  o 

que resultou numa proteína truncada deficiente no sitio de ligação carboxil terminal 

do FMN. Resultados semelhantes já foram descritos na literatura em cepas de T. 

cruzi resistentes ao BZ, tais como a perda de cópia dos cromossomos contendo o 

gene  TcNTR (Wilkinson e cols., 2008; Mejia  e cols., 2012) e mutações na região de 

ligação ao FMN de TcNTR, que resultam em perda da atividade da enzima (Mejia  e 

cols., 2012). Nestes estudos também foi verificada a resistência cruzada com outros 

compostos nitroheterocíclicos. Em nosso trabalho, vimos que os clones 1-3 

apresentaram resistência cruzada com Nifurtimox a níveis variando entre 2 a 4-

vezes. Podemos inferir que o mecanismo responsável pela resistência cruzada, ou 

seja, a inativação da TcNTR, não é suficiente sozinho para explicar toda a extensão 

e variabilidade da resistência ao BZ, cujos níveis variaram entre 9 a 26-vezes. Além 

disso, embora os clones 1 e 2 sejam homozigotos para a mutação do gene TcNTR, 

eles se diferem significativamente quanto à resistência ao BZ sugerindo que um 

mecanismo adicional deve ter ocorrido e atuado independentemente nos caso 

destes clones. Estudos anteriores (Wilkinson e cols., 2008; Mejia e cols., 2012) 

mostraram que TcNTR nulos mutantes apresentam resistência ao BZ entre 6 a 10 

vezes, ao passo que clone 2 e o clone 3, vimos que essa razão era de 26 e 14 

vezes, respectivamente. Estes mecanismos adicionais não são conhecidos, mas 

está claro que não resulta na resistência cruzada com Nifurtimox.  

 

Níveis de resistência tão elevados como esses apontam para atividade de 

efluxo de drogas e pode estar associado à atividade da Pgp, que atua no 

mecanismo de resistência ao BZ na população B15 (Capítulo 1), a partir da qual os  

clones 1-3 foram obtidos (Capítulo 2). Os ensaios de imunofluorescência mostram a 

localização e maior expressão da Pgp na mitocôndria de parasitos resistentes ao BZ 



 

(B15), local de ativação da pró-droga pela TcNTR, sugerindo que o BZ esteja sendo 

bombeado para fora da organela antes mesmo de ser ativado, resultando na sua 

sobrevivência mesmo em elevadas concentrações da droga. O aumento da 

expressão da Pgp na mitocôndria da população B15, também poderia estar 

acontecendo nos clones obtidos a partir desta população, contribuindo para os 

elevados níveis de resistência ao BZ, principalmente nos clones 2 e 3 (Capítulo 2). 

 

O aumento da expressão de proteínas associadas ao metabolismo do 

parasito e/ou defesa antioxidante tem sido observado em alguns trabalhos sobre 

resistência a drogas em T. cruzi, no entanto, não ficou claro se esses processos 

consistem na causa ou na consequência do fenótipo de resistência (Portal e cols. 

2008; Murta e cols. 2008; Andrade e cols., 2008; Nogueira e cols., 2009).  Rojão e 

colaboradores (2014) analisaram a sobrevivência de cepas de T. cruzi expostas ao 

BZ usando parasitos transgênicos superexpressando diferentes proteínas de reparo 

de DNA. Os autores viram que o BZ cataliza a formação de quebra de dupla fita de  

DNA no parasito. A superexpressão de proteínas envolvidas no reparo de DNA e 

também kDNA aumentou a sobrevivência dos parasitos na  presença do BZ, o que 

não descarta a possibilidade de que estas enzimas estejam atuando no mecanismo 

de resistência. O trabalho de Baker e colaboradores (2011), usando uma biblioteca 

de RNA de interferência em T. brucei para a identificação de genes importantes na 

resistência a drogas neste parasito, reforça e valida o papel da NTR na resistência 

ao Nifurtimox e ao BZ, indicando esta enzima como principal ativadora destas pró-

drogas. Os autores não identificaram nenhum transportador para a captação da 

droga, sugerindo que os compostos atravessem a membrana por difusão simples.  

Variações naturais na sensibilidade ao BZ têm sido identificadas em isolados 

Colombianos (EC50 4–30 μM), mas não estão associados a mudanças na sequência 

do gene TcNTR  (Mejia  e cols., 2012), sugerindo que a indução da resistência nos 

clones não seja uma seleção de uma característica já existente, e sim, um resultado 

da pressão seletiva exercida pela droga. 

 

Ao examinarmos o nível de expressão de TcNTR por Northern blotting, 

observamos um aumento na quantidade  do gene transcrito em cada clone 

resistente. Uma explicação para este fato seria a tentativa de aumentar o nível de 

expressão da proteína, de forma de compensar a sua inatividade. O papel biológico 

de TcNTR ainda não foi demonstrado, mas evidências sugerem que ele pode 



 

funcionar como uma NADH-ubiquinona oxidorredutase (Hall e cols., 2012; Alsford e 

cols., 2012). Caso esta enzima tenha de fato uma função fisiológica dentro do 

parasito, é possível que mecanismos alternativos para compensar a perda de sua 

atividade nos parasitos mutantes esteja ocorrendo nos clones 1 e 2, como, por 

exemplo, aumento da expressão da nitrorredutase TcOYE. De fato, Mejia-Jaramilo e 

colaboradores (2011) investigaram a expressão gênica diferencial em T. cruzi em 

uma população resistente ao BZ, através da técnica de PCR em tempo real, e 

observaram a regulação negativa da expressão de TcNTR e a superexpressão do 

gene TcOYE. Trochine e colaboradores (2014) sintetizaram e imobilizaram um 

derivado do BZ usando uma matriz sólida e avaliaram as proteínas capazes de se 

ligar a esta molécula, por espectrometria de massas. Umas das proteínas 

identificadas como um ligante específico do BZ foi um membro da família aldo-

cetorredutase, TcAKR,  que, assim como as enzimas TcNTR e TcOYE, é uma 

oxirredutase dependente de NADPH, encorajando futuros estudos acerca da 

capacidade desta enzima em reduzir o BZ e/ou sua participação no mecanismo de 

resistência à droga.  

 

O fato da ativação das pró-drogas nitroheterocíclicas serem catalizadas pela 

NTR tipo I, ausente nas células de mamífero, tem estimulado a investigação destes 

compostos como agentes anti-tripanosomatídeos (Hall e cols., 2010; Wilkinson e 

cols., 2011).  Hall e colaboradores (2012) avaliaram uma série de compostos 

aziridinil benzoquinonas contra formas tripomastigotas sanguíneas de T. brucei. Os 

autores demonstraram que diferentes quinonas são substrato para a enzima NTR do 

parasito, e ainda, que a atividade tripanocida destes compostos é dependente desta 

nitrorredutase. Voak e colaboradores (2013) demonstraram que a atividade 

leishmanicida de  nitrobenzilfosforamida é dependente da NTR tipo I identificada em 

L. major (LmNTR), uma vez que promastigotas heterozigotas para o gene 

LmNTR(+/-) apresentaram resistência ao composto mais ativo nos parasitos 

homozigotos LmNTR(+/+). Estes resultados sugerem que esta via possa ser 

explorada, seja na ativação de pró-drogas, seja como alvo terapêutico através de 

inibidores que bloqueiem sua função endógena.  

 

Hall e colaboradores (2011) verificaram que a ativação do BZ leva à formação 

de metabólitos intermediários como a hidroxilamina e íon nitrenium, além do produto 

final, o glioxal.  No mesmo trabalho, foi visto que somente a formação do glioxal não 



 

é capaz de explicar a quantidade de adutos de DNA detectados após a ativação da 

pró-droga, e que o efeito tripanocida estaria relacionado ao efeito combinatório de 

todos estes metabólitos. Esta hipótese é corroborada pelo fato de que a 

superexpressão da enzima glioxalase I (TcGLO1), que atua na detoxificação do 

glioxal, não confere resistência ao BZ em T. cruzi (Capítulo 4), sugerindo que um 

outro metabólito intermediário formado anteriormente ao glioxal, gerado após a 

ativação do BZ, estaria sendo responsável pela atividade tripanocida do 

nitroderivado. O efeito citotóxico de inibidores da enzima glioxalase já foi mostrado 

sobre microorganismos patogênicos como Plasmodium falciparum (Thornalley e 

cols., 1994) e Staphylococcus aureus (Edagwa e cols., 2013), e é possível que a 

inibição do sistema glioxalase também exerça efeito tóxico sobre tripanosomatídeos. 

A afinidade da enzima TcGLO1 pelo tiol tripanotiona reduzida em detrimento da 

glutationa, indica esta enzima como possível alvo para drogas tripanocidas. 

Portanto, inibidores da enzima TcGLO1 poderiam ser testados nos parasitos 

transfectados com ptex-TcGLO1 descritos no presente estudo (Capítulo 4), para a 

verificação desta hipótese.  

 

O sequenciamento gênico total da cepa Y parental e dos clones resistentes ao 

BZ está sendo realizado em colaboração com os pesquisadores John Kelly e Taane 

Clark, da London School of Hygiene and Tropical Medicine, Londres, Reino Unido. O 

objetivo do trabalho é comparar a sequência genômica total da cepa Y parental de T. 

cruzi com as sequências dos clones resistentes ao BZ (clones 1-3), identificando 

possíveis polimorfismos de único nucleotídeo (Single Nucleotide Polymorphism, 

SNPs) bem como os genes em que estas mutações estão presentes, e desta forma, 

obter mais informações acerca do mecanismo de resistência ao BZ nestes parasitos. 

Após a extração do DNA, as amostras foram submetidas ao sequenciamento 

realizado no Sanger Institute, Cambridge, Reino Unido, e estão sob análise no 

presente momento. 

 

Com base na validação in vitro  da transfecção com o gene red-shifted 

luciferase em T. cruzi (Anexo 1),  as cepas JR-AM3 (TcI), ERA-AA1 (TcIV), CLB Luc 

(Tc VI) e Chaco (TcVI) parecem ser as mais indicadas para futuros experimentos de 

bioluminescência in vivo. Estas cepas apresentam boa capacidade infectiva e 

replicativa, expressão da luciferase ao longo de todo o ciclo evolutivo, sem variação 

célula-a-célula na forma amastigota intracelular. Tais características também foram 



 

observadas em relação à cepa CM17 (TcIII), no entanto, por ser menos virulenta 

esta cepa pode ser explorada em modelo murino de infeção crônica, conforme 

revisto por Marinho e colaboradores (2009).  

 

Tendo em vista a elevada diversidade biológica, bioquímica e genética 

intraespecífica em T. cruzi, é de grande importância o estudo de diferentes cepas 

representantes de cada DTU, no que se refere ao teste de novas drogas e estudos 

acerca da patogênese da doença de Chagas. Em suma, o modelo de 

bioluminescência para a infecção de T. cruzi oferece uma gama de possibilidades 

para o estudo da progressão da doença permitindo o acompanhamento da infecção 

em tempo real, de forma não invasiva, mesmo quando a parasitemia é subpatente, 

assim como, o acompanhamento da resolução da infecção em tecidos específicos 

após o tratamento, sem a necessidade de eutanásia dos animais em cada estágio 

do processo. Esta validação in vitro é fundamental para futuros ensaios de imagem 

por bioluminescência in vivo, considerado um modelo de estudo promissor para o 

estudo de resistência a drogas em tripanosomatídeos. 

Em suma, neste trabalho verificamos que a resistência induzida por derivados 

de tiossemicarbazonas nos tripanosomatídeos T. cruzi e L. amazonensis, e pelo BZ 

em T. cruzi conta com a participação da bomba de efluxo Pgp, cuja localização 

subcelular não está restrita à membrana plasmática dos parasitos. Em clones 

isolados partir da população resistente ao BZ, a mutação na enzima NTR tipo I é o 

ponto de partida para o mecanismo de resistência à droga, embora mecanismos 

distintos e/ou adicionais atuem em cada clone para promover a resistência. A 

participação da enzima glioxalase I na resistência ao BZ não foi verificada, no 

entanto esta via representa um interessante potencial a ser explorado como alvo 

terapêutico. Por fim, descrevemos a validação de um modelo de imagem por 

bioluminescência em diferentes cepas de T. cruzi, o qual pode ser aplicado para a 

avaliação não apenas do mecanismo de resistência, como também, para o teste de 

novas drogas contra este parasito. Os conhecimentos obtidos a partir deste trabalho 

servirão de base para futuros estudos que visem o desenvolvimento racional de 

novos compostos, ou de ação combinada de drogas com potencial atividade anti-

tripanosomatídeos.  
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 Os compostos 4-N-(2′-metoxi estiril)-tiossemicarbazona (2-MEOTIO) e BZ são 

capazes de induzir resistência in vitro em formas epimastigotas da cepa Y de 

T. cruzi e esta resistência é mantida durante todo o ciclo evolutivo do parasito. 

 

 A resistência de T. cruzi ao composto 2-MEOTIO pode ser revertida após o 

cultivo do parasito por três meses em meio de cultura na ausência da droga. 

Já a resistência ao BZ é estável pelo menos seis de cultivo de epimastigotas 

na ausência do composto. 

 

 Formas epimastigotas de T. cruzi resistentes ao 2-MEOTIO e BZ apresentam 

maior atividade de efluxo da Pgp, reversão do fenótipo resistente na presença 

de inibidores da Pgp, resistência cruzada com moduladores da Pgp e maior 

expressão dos genes  TcPGP1 and TcPGP2 comparados à população 

parental, sugerindo a participação da Pgp na resistência a drogas em T. cruzi.  

 

 Os clones 1-3 obtidos a partir de uma mesma população cepa Y de T. cruzi 

resistente ao BZ (B15) apresentam diferentes níveis de resistência a esta 

droga, e que esta resistência está associada à mutação stop codon no gene 

que codifica para a enzima nitrorredutase tipo I (TcNTR) e/ou à perda  do 

cromossomo contendo o gene TcNTR. 

 

 Embora a mutação e/ou perda do cromossomo contendo o gene TcNTR, 

representem um importante mecanismo de resistência ao BZ, esses 

processos sozinhos não são capazes de explicar toda a extensão e 

diversidade da resistência ao BZ entre os clones 1-3, indicando que mais de 

um mecanismo está sendo responsavel pelo desenvolvimento da resistência 

à droga em T. cruzi, e que estes mecanismos se divergem mesmo entre 

clones obtidos de uma mesma população.  

 

 A resistência ao BZ e à tiossemicarbazona 2-MEOTIO em T. cruzi estão 

associadas à expressão da Pgp na membrane plasmática e na mitocôndria de 

epimastigotas, sugerindo o efluxo de drogas não apenas para fora da célula 

através da mebrana plasmática, como também, da mitocôndria para o citosol.  



 

Em L. amazonensis, embora a Pgp esteja expressa tanto na membrana 

plasmática quanto na mitocôndria, o fenótipo de resistência parece estar 

relacionado a uma organela situada na região posterior do parasito, a qual 

será melhor investigada em trabalhos futuros.  

 

 A superexpressão do do gene TcGLO1 na cepa CL-Brener de T. cruzi não 

confere resistência ao BZ, sugerindo que outro(s) metabólito(s) 

intermediário(s) formado(s) anteriormente ao glioxal, após a ativação do BZ, 

estaria sendo responsável pela atividade tripanocida do Bz nesse modelo de 

estudo. 

 

 Os ensaios de validação in vitro da transfecção de cepas de T. cruzi com o 

gene red-shifted luciferase mostram que as cepas JR-AM3 (TcI), ERA-AA1 

(TcIV), CLB Luc (Tc VI) e Chaco (TcVI) apresentam expressão constitutiva e 

não-variável da luciferase na forma amastigota intracelular, além de boa 

capacidade infectiva e de replicação, indicando que estas cepas são 

promissoras para futuros experimentos de bioluminescência in vivo, focando o 

estudo de resistência a drogas em T. cruzi. 
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