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RESUMO 

 

 

A doença de Chagas causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi afeta aproximadamente 10 

milhões de pessoas na América Latina. Atualmente, os fármacos disponíveis para tratamento 

desta infecção são muito tóxicos, com diversos efeitos colaterais e baixa eficácia na fase 

crônica. Assim, novas alternativas para o tratamento dessa doença se tornam necessárias e 

prioritárias e produtos naturais são candidatos promissores devido à diversidade de suas 

estruturas moleculares. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram a atividade 

de eupomatenóide-5, uma neolignana isolada das folhas de Piper regnellii var. pallescens, 

contra as formas parasitárias de T. cruzi. Adicionalmente, os resultados obtidos por 

microscopia eletrônica de transmissão e varredura evidenciaram alterações morfológicas e 

ultraestruturais sugerindo a possibilidade de que diferentes estruturas podem ser alvos do 

eupomatenóide-5. Assim, a proposta do presente trabalho foi avaliar algumas alterações 

bioquímicas induzidas pelo eupomatenóide-5 nas diferentes formas parasitárias de T. cruzi de 

forma a elucidar os mecanismos de ação envolvidos na morte celular deste parasito. Nossos 

resultados mostraram que o eupomatenóide-5 induziu alteração no potencial de membrana 

mitocondrial e na integridade da membrana celular; aumento da formação de ânion 

superóxido mitocondrial; peroxidação lipídica; fragmentação de DNA; diminuição do volume 

celular e formação de vacúolos autofágicos. Estes resultados sugerem que a ação tripanocida 

do eupomatenóide-5 está intimamente relacionada a disfunção mitocondrial seguido por um 

aumento da formação de ROS. Estes são eventos chaves para induzir a morte celular por 

caminhos diferentes, incluindo necrose, apoptose e autofagia. 

 

 

Palavras-chave: doença de Chagas; Trypanosoma cruzi; eupomatenóide-5 e morte celular. 
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ABSTRACT 

 

 

Chagas’ disease caused by protozoan Trypanosoma cruzi affects approximately 10 million 

people in Latin America. Currently, the drugs available for the treatment of this infection are 

very toxic, with several side effects and low efficacy in the chronic phase. Thus, new 

alternatives for the treatment of this disease become necessary and priority and natural 

products are promising candidates due to the diversity of their molecular structures. Previous 

studies from our research group showed activity of eupomatenoid-5, a neolignan isolated from 

leaves of Piper regnellii var. pallescens, in T. cruzi. Additionally, the results obtained by 

transmission and scanning electron microscopy demonstrated morphological and 

ultrastructural alterations suggesting the possibility that differents structures could be targets 

of eupomatenoid-5. Thus, the purpose of this study was to evaluate same biochemical changes 

induced by eupomatenoid-5 in all three forms of T. cruzi in attempt to elucidate the 

mechanisms involved in cell death of this parasite. Our results showed that the trypanocidal 

action of eupomatenoid-5 induced change in mitochondrial membrane potential and cell 

membrane integrity; increased formation of mitochondrial superoxide anion; lipid 

peroxidation; DNA fragmentation; decreased cell volume and formation of autophagic 

vacuoles. These results suggest that the trypanocidal action of eupomatenoid-5 is closely 

related with mitochondrial dysfunction followed by an increase of ROS formation. These are 

key events to induce cell death through different pathway including, apoptosis, necrosis and 

autophagy.  

 

 

Key-Words: Chagas’ disease, Trypanosoma cruzi, eupomatenoid-5 and cell death. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, é uma doença 

negligenciada, considerada um grave problema de saúde pública que afeta aproximadamente 

10 milhões de pessoas na América Latina, introduzindo cerca de 300.000 novos casos e 

10.000 óbitos por ano (ANDREOLLO; MALAFAIA, 2009, WHO, 2010; CABALLERO et 

al., 2011).  

Desde a sua descoberta em 1909 (CHAGAS, 1909), o tratamento desta infecção ainda 

é um desafio, pois se restringe a apenas dois compostos nitroderivados, benzonidazol e 

nifurtimox, que apresentam eficácia limitada, principalmente na fase crônica da doença, além 

de graves efeitos colaterais (BRENER, 1979). Neste contexto, há uma necessidade urgente na 

busca de novos compostos ativos menos tóxicos e mais eficazes para o tratamento da doença 

de Chagas e, produtos naturais são possíveis alvos promissores para o tratamento desta 

infecção devido à diversidade de suas estruturas moleculares (IZUMI et al., 2008; 

PELIZZARO-ROCHA et al., 2010; IZUMI et al., 2011).  

Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou a atividade tripanocida do 

eupomatenóide-5, uma neolignana isolada das folhas de Piper regnellii var. pallescens em 

formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. Resultados obtidos por 

microscopia eletrônica de transmissão e varredura mostraram alterações morfológicas e 

ultraestruturais, tais como células deformadas, intensa vacuolização do citoplasma, inchaço 

mitocondrial, aumento do retículo endoplasmático, descolamento da membrana plasmática e 

presença de vacúolos autofágicos nos parasitos tratados (LUIZE et al., 2006a; 2006b; 

PELIZZARO-ROCHA et al., 2011). As alterações induzidas pelo eupomatenóide-5 sugerem 

que diferentes componentes celulares podem ser alvos desta substância e que a mitocôndria e 

a membrana plasmática seriam as estruturas mais afetadas (PELIZZARO-ROCHA et al., 

2011). 

Assim, considerando a atividade tripanocida do eupomatenóide-5, este estudo teve 

como objetivo avaliar as alterações bioquímicas induzidas por este composto nas três formas 

parasitárias de T. cruzi para tentar elucidar os mecanismos de ação envolvidos na morte 

celular deste protozoário. 

Os assuntos abordados nos subitens desta introdução proporcionam um melhor 

entendimento do nosso trabalho.  
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1.1 Trypanosoma cruzi 

 

Trypanosoma cruzi é um protozoário parasito uniflagelado da ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae, filo Sarcomastigophora e subfilo Mastigophora (BRENER, 1992). 

Apresenta diferentes formas ao longo de seu ciclo de vida, destacando-se a forma 

epimastigota - replicativa extracelular, não infectiva - presente no tubo digestivo do inseto 

vetor; a forma tripomastigota - não replicativa, infectiva - presente nas porções finais do 

intestino do inseto e na corrente sanguínea de mamíferos infectados; e a forma amastigota - 

replicativa intracelular, infectiva - presente no interior das células infectadas (DE SOUZA, 

1984; DE SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2010). 

Trypanosoma cruzi, bem como todos os membros da família Trypanosomatidae, 

apresentam algumas características especiais, como a presença de uma única mitocôndria que 

se estende por todo o corpo do protozoário. Nesta organela há uma grande quantidade de 

DNA que se organiza na forma de minicírculos e se concentra em uma determinada região, 

localizada logo abaixo do corpúsculo basal, dando origem a uma estrutura intramitocondrial, 

chamada de cinetoplasto. A concentração de DNA encontrada em um cinetoplasto pode 

representar cerca de 30% do DNA total da célula (DE SOUZA, 2000). Estudos citoquímicos e 

bioquímicos descrevem ainda a presença de algumas enzimas mitocondriais em T. cruzi 

incluindo a citocromo oxidase, a succinato desidrogenase, a isocitrato desidrogenase, a 

NADPH diaforase, a alfa glicerolfosfato desidrogenase e a beta hidroxibutirato desidrogenase. 

Outras características de T. cruzi incluem a presença de uma bolsa flagelar, de onde 

emerge o flagelo e é um local de intensa endocitose; o acidocalcissoma, responsável pelo 

armazenamento de íons como cálcio, sódio, zinco, fósforo e magnésio para posterior 

utilização na célula (DOCAMPO, MORENO, 1999); o glicossomo que compartimentaliza em 

seu interior enzimas da via glicolítica (MICHELS et al., 2006); o reservossomo, que armazena 

lipídeos e proteínas, assim como algumas proteases, sendo a cruzipaína ou GP57/51 a 

proteína mais abundante da família das cisteínas proteases de T. cruzi. Esta protease participa 

na nutrição, diferenciação e interação do parasito com a célula hospedeira (CAZZULO, 2002; 

APARICIO et al., 2004; DIAS et al., 2009). E, descoberto recentemente, o vacúolo contrátil, 

que exerce sua função na osmoregulação celular (DE SOUZA, 2009).  

O ciclo de vida deste protozoário é complexo, alternando entre um hospedeiro 

vertebrado (mamífero) e um invertebrado (triatomíneo), caracterizando-se como heteroxênico 

(KOLLIEN; SCHAUB, 2000). Durante o repasto sanguíneo, o inseto vetor infectado defeca 
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imediatamente, depositando na pele do mamífero as excretas contendo as formas 

tripomastigotas metacíclicas. Através de uma ferida na pele ou diretamente na mucosa as 

formas tripomastigotas metacíclicas invadem diversas células, tais como fibroblastos, 

macrófagos residentes, células musculares lisas e estriadas e neurônios. No interior destas 

células ocorre à diferenciação para amastigotas, que se multiplicam no citoplasma e 

novamente se diferenciam para tripomastigotas. Este processo ocasiona rompimento da célula 

hospedeira e liberação dos parasitos na corrente sanguínea. Estes podem infectar novas 

células ou serem ingeridos por outro triatomíneo no momento do repasto sanguíneo. No 

hospedeiro invertebrado, as formas tripomastigotas migram para o intestino do inseto vetor, 

diferenciam-se em epimastigotas e multiplicam-se. Posteriormente, essas formas migram para 

a parte posterior do tubo digestivo atingindo o reto, diferenciam-se para tripomastigotas 

metacíclicos, que, num novo repasto sanguíneo, são eliminados juntamente com a urina e 

fezes do triatomíneo. Ao entrar em contato com um novo hospedeiro vertebrado e estabelecer 

um novo processo de infecção nas células, o ciclo se fecha (COURA; CASTRO, 2002; 

MAYA et al., 2007). 

 

1.2 Doença de Chagas 

 

Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas, ou Tripanossomíase 

Americana, descoberta e descrita por Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909). É uma 

doença negligenciada, endêmica das Américas, principalmente América Latina, onde acomete 

milhões de pessoas (ANDREOLLO; MALAFAIA, 2009; WHO, 2010; CABALLERO et al., 

2011). No Brasil estima-se que em torno de 2 milhões de pessoas são portadoras da doença 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 2010). A doença de Chagas é um grave problema 

de saúde pública da América Latina, sendo considerada a segunda enfermidade (após a 

malária) associada a vetor, em prevalência e mortalidade. A população afetada por esta 

infecção é geralmente de baixa renda e escolaridade, que habitam regiões rurais ou 

comunidades isoladas, com pouco ou nenhum acesso a saneamento básico e serviços de saúde 

(LIESE, SCHUBERT, 2009).  

A doença de Chagas pode ser transmitida através da via vetorial, que depende de 

alguns fatores relacionados tanto ao triatomíneo quanto ao parasito, como grau de 

antropofilia, tempo entre a picada e a defecação, número e quantidade de evacuações, 

percentual de formas infectantes nas fezes ou urina, capacidade de penetração do protozoário 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18378461
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/ano10_n02_sit_epidemiol_zoonoses_br.pdf
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e a intensidade do prurido causado pela picada (COURA, 2007). Os insetos vetores pertencem 

à ordem Hemiptera, família Reduviidae e subfamília Triatominae (NEVES, 2005). 

Atualmente, mais de 140 espécies, pertencentes a 3 gêneros – Triatoma, Panstrongylus e 

Rhodnius, já foram identificadas como transmissores da doença (PATTERSON; BARBOSA; 

FELICIANGELI, 2009; VALLEJO; GUHL; SCHAUB, 2009), sendo que algumas espécies 

têm especial importância na transmissão da doença ao homem: Triatoma infestans, T. 

rubrofasciata, T. braziliensis, Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e T. sordida 

(SILVEIRA, 1983). São popularmente conhecidos como “bicho barbeiro”, possuem hábito 

noturno e só são capazes de evoluir e procriar realizando a hematofagia, em todos os estágios 

de vida (NEVES, 2005). O Brasil, em 2006, recebeu o certificado pela Organização Pan 

Americana da Saúde/Organização Mundial da Saúde (Opas/OMS) de eliminação da 

transmissão pelo principal vetor, o T. infestans (WHO, 2007). Entretanto, apesar dos avanços 

no controle da transmissão vetorial, algumas regiões da América Latina ainda apresentam 

níveis significativos desta transmissão. Mesmo nas áreas onde esta via foi declarada nula, 

existe o risco de retorno em conseqüência da precoce interrupção nos programas de vigilância 

(DIAS, SILVEIRA, SCHOFIELD, 2002), aumentando a possibilidade de uma nova adaptação 

destes vetores às condições humanas. 

Além da transmissão vetorial da doença, outras formas de transmissão incluem a via 

congênita, via oral e transfusão sanguínea (PRATA, 2001; CARLIER, 2007, DIAS, 2006, 

DIAS; AMATO NETO; LUNA, 2011). A transmissão congênita pode causar aborto, 

prematuridade, retardo de crescimento intra-uterino, nati e neomortalidade (BITTENCOURT, 

2000; GÜRTLER; SEGURA; COHEN, 2003; CARLIER et al., 2011). A transmissão por via 

oral ocorre pela ingestão de alimentos contaminados. Nos últimos anos, tem aumentado os 

casos de transmissão por esta via, principalmente na região amazônica (COURA, 2006). Em 

2005, um surto relacionado à ingestão de caldo de cana ocorreu em Navegantes, Santa 

Catarina. Posteriormente, em Iguarapé da Fortaleza, Amapá, 26 pessoas foram infectadas 

devido à ingestão de suco de açaí contaminado (IANNI; MADY, 2005). Recentemente, em 

2011, outro surto ocorreu em Belém, Pará, devido o consumo de açaí contaminado (SESPA, 

2011). A transmissão transfusional constitui um mecanismo de importância epidemiológica 

na disseminação da doença de Chagas, principalmente nas grandes cidades, onde a 

prevalência da infecção é mais elevada (NEVES, 2005).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18929527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18929527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18929527
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Mecanismos menos comuns de transmissão envolvem transplante de órgãos 

(CAMPOS et al., 2008), acidentes médico-laboratoriais, manejo de animais infectados 

(HERWALDT, 2001) e pelo leite materno (DIAS, 2006). 

A doença de Chagas apresenta curso clínico variável, desenvolvendo fase aguda 

(inicial, rápida, com elevada parasitemia) e crônica (tardia, de lenta evolução e com baixa 

parasitemia), que variam de acordo com as características do hospedeiro e da cepa infectante 

(DIAS, 2000).  

A fase aguda corresponde à infecção e disseminação do parasito no organismo. Pode 

ser assintomática ou apresentar alguns sinais e sintomas, que variam em frequência e 

intensidade. Após a infecção, observa-se principalmente o chagoma de inoculação, edema que 

surge no local de entrada do parasito ou pelo sinal de Romaña, edema bipalpebral unilateral, 

que ocorre com a entrada do parasito na conjuntiva ocular. Outros sintomas nesta fase 

incluem febre, diarréia, vômito, cefaléia, mialgia, insuficiência cardíaca, mal estar (DIAS, 

1997; PRATA, 2001). Neste período, os parasitos presentes na corrente sanguínea se 

disseminam amplamente pelo organismo do hospedeiro através da replicação dentro de uma 

variedade de células nucleadas (MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 2005). A duração 

da fase aguda varia geralmente entre 4 e 12 semanas, ao fim das quais o quadro febril e a 

parasitemia tendem a desaparecer. Em paralelo, decrescem também os níveis de anticorpos 

IgM e sobem os níveis de IgG. Esses elementos praticamente definem a transição para a fase 

crônica da doença de Chagas (DIAS, 2000). 

Na fase crônica, a maioria dos pacientes se mantém assintomáticos, caracterizando a 

forma indeterminada da doença. Esta fase é comprovada pela presença da infecção (revelada 

por sorologia e/ou métodos parasitológicos indiretos), associada à ausência de alterações 

clínicas, eletrocardiográficas ou radiológicas de acometimento cardíaco ou digestivo (DIAS, 

2000; PRATA, 2001; RASSI JÚNIOR, RASSI, MARIN-NETO, 2010). A sintomatologia da 

fase crônica acomete aproximadamente 30% dos pacientes, normalmente por um período de 

10 a 30 anos após a infecção. Esta fase geralmente é manifestada por comprometimento 

cardiovascular e/ou gastrointestinal. Estas alterações estão agrupadas em três formas 

principais: cardíaca, digestiva e cardiodigestiva, que resultam em significativa morbidade e 

em aproximadamente 10 mil mortes anuais (HIGUCHI et al., 2003; DANTAS et al., 2006; 

WHO, 2010; RASSI JÚNIOR, RASSI, MARIN-NETO, 2010). Os sintomas dessa fase 

provêm da presença de ninhos de amastigotas, que levam a disfunção das células infectadas e 

causam reações inflamatórias, resultando em inchaço e diminuição da função do órgão 
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comprometido. Nesta fase, em geral, não se observa a presença do parasito na corrente 

sanguínea (PRATA, 2001; MONCAYO, SILVEIRA, 2009).  

 

1.3 Quimioterapia da doença de Chagas 

 

A quimioterapia para o tratamento da doença de Chagas ainda constitui um desafio. 

Atualmente existem apenas dois medicamentos eficazes, os nitroderivados benznidazol 

(Rochagan®, Radanil®) e o nifurtimox (Lampit®), ambos desenvolvidos nos anos 70 pelas 

indústrias farmacêuticas Roche e Bayer, respectivamente (COURA, 2009). Entretanto, no 

Brasil, após a proibição do uso do nifurtimox nos anos 80, o benznidazol é o único fármaco 

utilizado para o tratamento desta doença (PEDROSA et al., 2001; COURA; CASTRO, 2002). 

O Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) é o atual produtor deste 

fármaco, e cabe ao governo brasileiro a responsabilidade de distribuí-lo aos demais países da 

América Latina. 

O mecanismo de ação do nifurtimox baseia-se na geração de radicais livres, tais como 

ânions superóxido e peróxido de hidrogênio. O benznidazol parece atuar via diferentes 

mecanismos, que envolve uma diminuição da síntese de proteínas, redução de incorporação 

dos precursores de RNA e diminuição da incorporação de timidina em DNA (BRENER, 

2000). Ambos os fármacos atuam sobre o genoma do T. cruzi, inibem a síntese de DNA, RNA 

e proteínas e aceleram a degradação dessas macromoléculas (STOPPANI, 1999). 

Estes fármacos são eficazes para o tratamento da fase aguda (PRATA, 2001), com 

uma taxa de cura de cerca de 80% dos infectados, entretanto em indivíduos cronicamente 

infectados a eficácia é reduzida para cerca de 20% (GALVÃO et al., 1993, COURA; 

CASTRO, 2002, COURA, 2009). Além disto, esses compostos podem causar toxicidade 

sistêmica com sérios efeitos colaterais, sendo a hipersensibilidade (rash, febre, edema 

generalizado, linfoadenopatia, dores articulares e musculares), depressão da medula óssea 

(neutropenia, agranulocitose e púrpura trombocitopênica) e polineuropatia periférica os mais 

importantes (MAYA et al., 2007). Devido a estes efeitos adversos, muitos pacientes acabam 

abandonando o tratamento (SILVA JÚNIOR et al., 2008). 

Nos últimos anos, o interesse pela busca de novos compostos ativos menos tóxicos e 

mais eficazes para o tratamento da doença de Chagas tem aumentado. O Brasil é privilegiado, 

pois a sua biodiversidade é bastante rica e extensa, sobretudo em algumas regiões, como a 

Floresta Amazônica, Cerrado, Pantanal, Mata Atlântica e Caatinga (CALIXTO, 2000; 

http://www.bioline.org.br/pdf?oc09127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11642718
http://memorias.ioc.fiocruz.br/971/review971.pdf
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YUNES; PEDROSA; FILHO, 2001; BARREIRO; BOLZANI, 2009). Diversos produtos 

naturais, semi-sintéticos e sintéticos têm mostrado atividade tripanocida. Exemplos disto 

incluem o extrato aquoso de Camellia sinensis (PAVETO et al., 2004), óleos essenciais 

obtidos de Syzygium aromaticum, Achillea millefolium e Ocimum basilicum (SANTORO et 

al., 2007), β-lapachonas semi-sintéticas (MENNA-BARRETO et al., 2005), risedronato 

bifosfonato (GARZONI et al., 2004) e L-leucina-metil éster (ADADE et al., 2007). 

Entretanto, apesar dos esforços já realizados, estas substâncias ainda estão longe de se 

tornarem um fármaco (MAYA et al., 2007). Exemplos disso podem ser encontrados em uma 

revisão, onde cerca de 134 compostos já foram testados na última década contra T. cruzi 

(IZUMI et al., 2011). 

 

1.4 Eupomatenóide-5 

 

O gênero Piper pertencente à família Piperacea (SANTOS et al., 2001) inclui um 

grande número de espécies que apresentam diversas atividades biológicas, tais como 

antifúngica (LOCHER et al, 1995; TRILLINI; VELASQUEZ; PELLEGRINO., 1996), 

antibacteriana e antiviral (CÁCERES et al., 1995; DEVEHAT et al., 2002). Dentre a diversas 

espécies deste gênero, Piper regnellii var. pallescens, popularmente conhecida como 

“pariparoba” ou “capeba” (CÔRREA, 1984) tem mostrado diversos efeitos biológicos: 

diurético, cicatrizante, desobstruente, emoliente, antibacteriano e antifúngico (BALBACH, 

1974, HOLETZ et al., 2002; KOROISHI et al., 2008). Recentemente, nosso grupo de 

pesquisa mostrou a atividade do eupomatenóide-5, uma neolignana isolada de folhas de Piper 

regnellii var. pallescens, contra formas promastigota e amastigota de Leishmania 

amazonensis (VENDRAMETTO et al., 2010) e contra formas parasitárias de T. cruzi (LUIZE 

et al., 2006a; 2006b; PELIZZARO-ROCHA et al., 2011). 
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Figura 1 – Estrutura química do eupomatenóide-5 [2-(4'-hydroxy-5'-methoxyphenyl)-3-

methyl-5(E)-propenylbenzofuran] isolado de Piper regnellii var. pallescens. 

 

Os parasitos de L. amazonensis tratados com este isolado apresentaram presença de 

vacúolos no citoplasma, figuras de mielina, extensão do retículo endoplasmático e inchaço 

mitocondrial (VENDRAMETTO et al., 2010). Em T. cruzi, resultados obtidos por 

microscopia eletrônica de transmissão e varredura mostraram alterações morfológicas e ultra-

estruturais, tais como células deformadas, intensa vacuolização do citoplasma, inchaço 

mitocondrial, aumento do retículo endoplasmático, descolamento da membrana plasmática e 

presença de vacúolos autofágicos nos parasitos tratados. Adicionalmente, eupomatenóide-5 

provou ser mais seletivo ao parasito do que às células de mamíferos (LUIZE et al., 2006a; 

2006b; PELIZZARO-ROCHA et al., 2011). As alterações induzidas pelo eupomatenóide-5 

em T. cruzi sugerem a possibilidade de que diferentes componentes celulares podem ser alvos 

desta substância e que a mitocôndria e a membrana plasmática seriam as estruturas mais 

afetadas (PELIZZARO-ROCHA et al, 2011). 

 

1.5 Potenciais alvos da atividade tripanocida de fármacos 

 

Para o desenvolvimento de fármacos mais eficientes e seletivos para o microrganismo, 

a seleção do alvo é de fundamental importância. Diante disso, muitos processos bioquímicos 

presentes em T. cruzi, mas ausentes nos hospedeiros mamíferos, vêm despertando o interesse 

de diversos pesquisadores a fim de produzir agentes que induzem a resposta terapêutica 

específica para o tratamento da doença de Chagas (BARRET et al., 2003; CROFT; BARRET; 

URBINA, 2005). 
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Os tripanossomatídeos, por serem eucariotos, apresentam processos metabólicos mais 

semelhantes aos das células dos hospedeiros mamíferos do que aqueles apresentados pelas 

bactérias. Entretanto, existem diferenças marcantes entre estas células que podem ser usadas 

como alvos para ação seletiva de substância químicas/fármacos contra T. cruzi. Por exemplo, 

em mamíferos o colesterol é o componente essencial das membranas celulares, já em T. cruzi 

o principal esterol presente em sua membrana é o ergosterol, também encontrado em fungos 

(DE SOUZA, 2000; MAYA et al., 2007; DE SOUZA; RODRIGUES, 2009; URBINA, 2009; 

VAS et al., 2011). 

Outro alvo importante para o desenvolvimento de novos fármacos com ação 

tripanocida é a mitocôndria, visto ser única em T. cruzi. Diversos alvos nesta organela já 

foram identificados, incluindo kDNA e topoisomerases, cadeia transportadora de elétrons e 

síntese de ácidos graxos (WORTHEN; JENSEN; PARSONS, 2010; FIDALGO; GILLE, 

2011). 

Adicionalmente, os tripanossomatídeos são desprovidos de glutationa redutase (GR) e 

tioredoxina redutase (TrxR), presentes em muitos organismos eucariotos, sendo responsáveis 

pela manutenção da homeostase de óxido-redução (redox) intracelular. Em substituição, os 

tripanossomatídeos possuem um sistema antioxidante baseado em tripanotiona T(SH)2, 

responsável pela detoxificação de hidroperóxidos (ARIYANAYAGAM; FAIRLAMB, 2001; 

TURRENS, 2004; KRAUTH-SIEGEL; COMINI, 2008). A tripanotiona consiste de duas 

moléculas de glutationa (GSH) ligadas covalentemente por uma unidade de espermidina e é 

mantida em sua forma reduzida pela enzima tripanotiona redutase (TryR). Esta enzima exerce 

um papel central na proteção contra espécies reativas de oxigênio e nitrogênio mediante a 

reciclagem de tripanotiona oxidada (DUMAS et al., 1997; TOVAR et al., 1998; ROMÃO et 

al., 2006). Este sistema de defesa antioxidante de T. cruzi tem se mostrado muito sensível à 

ação de radicais livres (TURRENS, 2004) o que o torna um alvo atrativo para o 

desenvolvimento de novas ações terapêuticas (DOCAMPO; MORENO, 1990; WILKINSON 

et al., 2002). 

As proteases, enzimas responsáveis pela quebra de ligações peptídicas entre 

aminoácidos de proteínas e peptídeos, apresentam diversas funções em T. cruzi, envolvendo 

desde a invasão celular até o escape do parasito do sistema imune do hospedeiro (DIAS et al., 

2009). Assim, algumas proteases têm sido apontadas como possíveis alvos para o 

desenvolvimento de novos fármacos, tais como, cisteína proteases, serina proteases, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299704000226
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416508000627
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metaloproteínas e treonina proteases (SAJID; MCKERROW, 2002; SOEIRO; CASTRO, 

2009).  

As enzimas envolvidas na via glicolítica também têm sido bastante exploradas como 

alvos biológicos, pois a sua inibição levaria à redução da geração de energia, através da 

diminuição da produção de ATP no parasito. Dentre elas, destacam-se a gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase, a hexoquinase e a fosfofrutoquinase (URBINA; CRESPO, 1984; 

SOUZA et al., 1998; SANZ-RODRIGUEZ et al., 2007; DIAS et al., 2009). 

Outro alvo é a enzima trans-sialidase, uma glicoproteína de superfície de T. cruzi. Esta 

enzima é responsável pela transferência do ácido siálico para moléculas de mucina, dando 

origem a ligações α-2,3 com moléculas de β-galactose aceptoras na superfície do parasito 

(LEGUIZAMÓN et al., 1994). Enzimas DNA topoisomerases I e II, que exercem papel 

essencial na replicação do DNA de T. cruzi (TSE-DINH, 2007), também têm sido 

amplamente estudadas. Além disto, visto que T. cruzi é deficiente na biossíntese de purinas, 

outro alvo válido é a enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil transferase (HGPRT) 

(SOBRINHO et al., 2007). 

 

1.6 Mitocôndria: estrutura e função 

 

Trypanosoma cruzi bem como todos os outros membros da família Trypanosomatidae 

exibem uma única mitocôndria que se ramifica por todo o corpo do parasito (PAULIN et al., 

1975). É uma organela bem desenvolvida, que apresenta um grande número de cristas 

mitocondriais em todas as formas evolutivas de T. cruzi. Além disso, a mitocôndria dos 

tripanossomatídeos possui uma estrutura intramitocondrial denominada cinetoplasto, 

localizada abaixo do corpúsculo basal, onde há grande quantidade de DNA organizado na 

forma de minicírculos, e compreende cerca de 30% do DNA total da célula (DE SOUZA, 

2000). O volume mitocondrial abrange aproximadamente cerca de 12% da célula, o que 

dificulta evitar alterações desta organela durante a ruptura dos parasitos. Por isso, a 

complexidade ultraestrutural e algumas propriedades básicas dos processos bioenergéticos 

que acontecem na mitocôndria não são totalmente conhecidas (DAS, 1993). Assim, as 

funções mitocondriais destes protozoários têm sido determinadas em células permeabilizadas 

com digitonina (VERCESI et al., 1991).  

Esta organela é essencial nas células eucarióticas, pois estão envolvidas com a 

produção de energia para as atividades do organismo; atuam na morte celular por apoptose; na 
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produção de calor e na contribuição genética a partir do DNA mitocondrial (LIMA; 

DUARTE; SÁ, 2010). Nestes organismos, a mitocôndria apresenta duas membranas 

altamente especializadas, uma externa e outra interna. A membrana externa é lisa, encontra-se 

em contato com o citoplasma, envolve totalmente a organela e é permeável a várias 

moléculas. A membrana interna, impermeável, apresenta invaginações denominadas cristas, 

que lhe oferece uma grande área de superfície (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995). 

Possuem o espaço intermembranal e o espaço interno da matriz onde estão presentes o DNA 

mitocondrial, os ribossomos mitocondriais, os RNAs e várias enzimas que estão envolvidas 

no metabolismo produtor de energia (ALBERTS et al., 2004). 

Na membrana mitocondrial interna localiza-se a cadeia respiratória composta por uma 

série de transportadores que transforma energia redutora em um potencial de prótons 

transmembrana. Os transportadores de elétrons são a ubiquinona, nucleotídeos como o 

NADH, estruturas proteicas como os citocromos, as flavoproteínas e as ferro-sulfoproteínas. 

Os transportadores estão organizados em quatro complexos respiratórios: complexo I 

(NADH:coenzima Q-oxidoredutase); complexo II (succinato:coenzima Q-oxidoredutase); 

complexo III (coenzima Q: citocromo c-oxidoredutase) e o complexo IV (citocromo c-

oxidase). O complexo V ou ATP sintase é responsável pela síntese de ATP (ALBERTS et al., 

2004). 

O complexo I recebe os elétrons presentes no NADH e transferem para a coenzima Q 

e em seguida para o complexo III, citocromo c e complexo IV e finalmente para o oxigênio. O 

complexo II recebe os prótons e elétrons presentes no succinato através de FAD que se reduz 

a FADH2 e desta para a coenzima Q. Deste ponto em diante, segue o mesmo caminho: 

complexo III, citocromo c, complexo IV e oxigênio (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995). 

Em tripanossomatídeos a existência do complexo I é assunto de extenso debate. 

Acredita-se que este complexo não está envolvido na transdução de energia e que sua 

principal função seja a regeneração do NAD
+
 mitocondrial (OPPERDOES & MICHELS, 

2008). Este complexo pode ainda estar servindo de arcabouço para sustentação de outros 

complexos, fazendo com que estes adquiram uma conformação que tornem mais eficiente a 

transferência de elétrons entre os complexos (CARRANZA et al., 2009). 

A mitocôndria representa o principal local de produção de espécies reativas de 

oxigênio em condições fisiológicas, visto que diferentes componentes da cadeia respiratória 

podem converter o oxigênio a radicais ânion superóxido (O2
•−

) quando reduzidos (CHANCE; 

SIES; BOVERIS, 1979; SIPOS; TRETTER; ADAM-VIZI, 2003). Os principais geradores de 
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EROs da cadeia respiratória são os complexos I e III (TURRENS; BOVERIS, 1980; 

TURRENS, 2003). O radical superóxido
 
pode ser rapidamente dismutado a peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pelas Superóxido dismutases (SOD), e este, na presença de Fe
2+

, gera o 

radical hidroxil (HO
•
). Adicionalmente, para evitar o dano celular causado por EROs, a 

mitocôndria possui sistemas de defesa antioxidantes que eliminam estes radicais por redução 

para água ou alcoóis (PIÑEYRO et al., 2005). Entretanto, em uma situação de estresse 

oxidativo, onde a produção de EROs é excessiva, ocorre a oxidação de macromoléculas, 

principalmente lipídios, proteínas e DNA, podendo desencadear a morte celular 

(KIRKINEZOS; MORAES, 2001). 

 

1.7 Tipos de morte celular 

 

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com os aspectos 

funcionais (patológica, fisiológica, programada ou acidental), critérios enzimáticos (com 

envolvimento ou não de nucleases ou proteases), alterações morfológicas ou características 

imunológicas (imunogênica ou não-imunogênica). Dentre os tipos de morte celular destacam-

se a apoptose, a necrose e a autofagia (KROEMER et al., 2009).  

A apoptose representa um tipo de morte celular programada, desencadeada por fatores 

imunológicos, externos, tóxicos, infecciosos ou, ainda, pela própria necessidade de controle 

de crescimento e substituição celular (ANDRADE, 2003). É um processo essencial para a 

manutenção da homeostasia e desenvolvimento tecidual (JOZA et al., 2001; COSTA et al., 

2009). A morte por apoptose é caracterizada por diversas alterações morfológicas (Figura 2) e 

bioquímicas, incluindo arredondamento da célula, redução do volume celular, condensação da 

cromatina, fragmentação internucleossômica do DNA, pouca ou nenhuma alteração ultra-

estrutural nas organelas, prolongamentos (blebs) na membrana celular, formação de corpos 

apoptóticos e externalização da fosfatidilserina (JIMENEZ et al., 2008; KROEMER et al., 

2009; DE SOUZA et al., 2010; HORIKAWA; PEÑA, 2011). Estas alterações, independente 

do estímulo, são decorrentes da ativação de caspases que apresentam importância 

fundamental no processo de apoptose (PEREIRA, 2006). 

A necrose, outro tipo de morte celular, tem como os principais contribuintes da sua 

propagação e execução o cálcio e as espécies reativas de oxigênio. Estes direta ou 

indiretamente causam diversos danos aos constituintes celulares, resultando em ruptura de 

organelas e afetando a integridade celular. A morte celular por necrose apresenta algumas 
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peculiaridades como aumento do volume celular, agregação da cromatina, desorganização do 

citoplasma, perda da integridade da membrana plasmática e ruptura da célula (Figura 2) 

(RODRIGUES; SEABRA; DE SOUZA, 2006; KROEMER et al., 2009; JIMÉNEZ-RUIZ et 

al., 2010; HORIKAWA; PEÑA, 2011). Estas alterações, independente do estímulo, são 

decorrentes das alterações lisossomais, que perdem a capacidade de conter as hidrolases 

(proteases, lipases, glicosidases, nucleases) no seu interior. Estas enzimas livres no citosol são 

ativadas e iniciam o processo de autólise, degradando praticamente todos os substratos 

celulares (PEREIRA, 2006). Durante o processo necrótico ocorre liberação do conteúdo 

celular com consequentes danos às células vizinhas e reação inflamatória local (ZIEGLER; 

GROSCURTH, 2004; FESTJENS; BERGHE; VANDENABEELE, 2006). 

 

 

Figura 2 – Características morfológicas da apoptose e da necrose: 

http://www1.inca.gov.br/rbc/n_53/v03/pdf/revisao4.pdf. 

 

A autofagia é um processo celular catabólico que objetiva eliminar componentes 

citoplasmásticos em condições de estresse (GLICK; BARTH; MACLEOD, 2010). Este 

processo pode ser classificado em três tipos distintos. O tipo predominante é a 

macroautofagia, um processo não-seletivo, que isola o material a ser degradado em uma dupla 

membrana dando origem ao autofagossomo, ou vacúolo autofágico. Este posteriormente se 

fusionará ao lisossomo, formando o autolisossomo. Em seguida, o conteúdo do 

autofagossomo é degradado por hidrolases lisossomais (KELEKAR, 2005; HANNIGAN; 
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GORSKI, 2009; KIEL, 2010). A microautofagia consiste na degradação dos constituintes 

citoplasmáticos enviados diretamente para o lisossomo, internalizados por invaginação ou 

protusão da membrana lisossomal, formando o autolisossomo (KIEL, 2010; BRENNAND et 

al., 2011). O terceiro tipo de processo autofágico é mediado por chaperonas, onde proteínas 

malformadas reconhecidas por chaperonas são enviadas diretamente para o lisossomo 

(MASSEY; KIFFIN; CUERVO, 2004; KROEMER; JAATELA, 2005). A autofagia, ao 

contrário da apoptose e da necrose que são processos típicos de morte celular, é geralmente 

considerada um processo que promove a sobrevivência da célula através da degradação e 

remodelação celular. Porém, em situações na qual a degradação dos componentes 

citoplasmáticos é contínua, a autofagia pode resultar em morte celular (KROEMER et al., 

2009; BRENNAND et al., 2011). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar os mecanismos envolvidos na morte celular de Trypanosoma cruzi 

provocada pela atividade tripanocida do eupomatenóide-5. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito do eupomatenóide-5 sobre: 

- o potencial de membrana mitocondrial; 

- a integridade da membrana celular; 

- o DNA; 

- o volume celular; 

- a formação de ânions superóxido (O2
•−

) mitocondrial; 

- a peroxidação lipídica; 

- a formação de vacúolos autofágicos. 
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ANEXO: Artigo a ser submetido (Revista: Free Radical Biology & Medicine) 

 

Further evidences for the mechanism of action of eupomatenoid-5: confirmation of ROS 

involvement owing mitochondrial dysfunction in Trypanosoma cruzi 
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Abstract 

Since its discovery in 1909, the treatment for Chagas’ disease has been restricted to two 

compounds which have limited efficacy and serious side effects. In this context, natural 

products are a promising option for the treatment of this infection. In a previous work, our 

group reported trypanocidal activity of eupomatenoid-5, a neolignan isolated from leaves of 

Piper regnellii var. pallescens in the main three parasitic forms of Trypanosoma cruzi. Here, 

we sought to better assess the biochemical alterations induced by this compound in order to 

elucidate the mechanisms of action involved in the cell death of T. cruzi. Eupomatenoid-5 

caused mitochondrial and plasma membrane alterations. Additionally, eupomatenoid-5 

induced the increase of reactive oxygen species production, lipid peroxidation and DNA 

fragmentation. Our results suggest that the trypanocidal action of eupomatenoid-5 is closely 

related with mitochondrial dysfunction followed by an increase of ROS formation leading to 

an oxidative imbalance. These are key events to induce cell death through different pathways 

including, apoptosis, necrosis and autophagy. In addition, eupomatenoid-5 act as an effective 

compound mainly for trypomastigotes, the infective and non-replicative form of T. cruzi. 

Amastigotes, involved in the chronic phase of Chagas’ disease, are also sensitive to 

eupomatenoid-5 treatment. 

 

Keywords: Trypanosoma cruzi; Eupomatenoid-5, ROS, mitochondria, cell death. 
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Introduction 

Chagas’ disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is considered a serious 

public health problem that affects approximately 10 million people in Latin America. The 

incidence of this disease has been estimated at 300,000 new cases per year and about 10,000 

people die from this infection annually [1-3]. Since its discovery in 1909 [4], the treatment of 

this infection is still a challenge because it is restricted to only two nitro derivatives 

compounds, benznidazole and nifurtimox, which have limited efficacy, especially in the 

chronic phase, as well as result in serious side effects [5]. 

In this context, there is an urgent need for new active compounds that are less toxic and more 

effective for the treatment of Chagas’ disease. An increasing number of studies have 

published a bunch of natural compounds with selective trypanocidal action [6]. In fact, natural 

products are promising for the treatment of infectious and non-infectious diseases due to the 

diversity of their molecular structures [6]. However, few studies have demonstrated 

trypanocidal compounds with an effective action on the three forms of T. cruzi [7,8]. This is 

reasonable considering the complex life cycle and the distinct morphological and functional 

forms of T. cruzi [9,10]. Another important issue is that few studies have demonstrated the 

likely mechanisms of action of these trypanocidal compounds. 

Our group recently reported the trypanocidal activity of eupomatenoid-5, a neolignan 

isolated from leaves of Piper regnellii var. pallescens in epimastigote, trypomastigote and 

amastigote forms of T. cruzi [11-13]. This compound induced ultrastructural alterations and 

proved to be more selective toward parasite than toward mammalian cells [12,13]. 

Considering the trypanocidal activity of eupomatenoid-5, this study sought to better 

assess the biochemical alterations induced by this compound in the three parasitic forms of T. 

cruzi. Our goal was to elucidate the mechanisms of action of eupomatenoid-5 involved in the 

cell death of T. cruzi. For this, based on our previous work [13], we directed our efforts to 
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study the plasma membrane disruption and mitochondrial dysfunction, induced by 

eupomatenoid-5. Our results provide further insight into the mechanisms of action of 

eupomatenoid-5 and strongly suggest eupomatenoid-5 as an effective compound to treat 

Chagas’ disease with remarkable trypanocidal action in both forms relevant for mammalian 

infection, trypomastigotes and amastigotes. 

 

Materials and methods 

 

Chemicals 

Actinomycin D, antimicyn A, bovine serum albumin, carbonyl cyanide m-

chlorophenylhydrazone, digitonin, dimethylsulfoxide, monodansylcadaverine, rhodamine 

123, thiobarbituric acid, and wortmannin were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA); Dulbecco’s modified Eagle’s medium, fetal bovine serum was from Invitrogen 

(Grand Island, NY, USA); MitoSOX kit, propidium iodide, and TUNEL kit was from 

Invitrogen (Eugene, OR, USA) and protein assay kit was from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). 

All other reagents were of analytical grade. 

 

Isolation of eupomatenoid-5 from leaves of Piper regnellii var. pallescens 

Eupomatenoid-5 (Fig. 1) was isolated from leaves of P. regnellii collected in the Prof. 

Irenice Silva Garden of Medicinal Plants on the campus of the State University of Maringa 

(UEM) in Parana. A voucher specimen (No. HUM 8392) was deposited at the UEM 

Herbarium. The dry plant material was extracted by exhaustive maceration at room 

temperature in the dark in ethanol:water (90:10). The fractionation was performed from the 

ethyl-acetate crude extract to obtain the hexane fraction, and a dihydrobenzofuran neolignan, 

eupomatenoid-5, was isolated from this fraction, as described previously [11]. The compound 
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was purified by absorption-chromatographic methods and identified by spectral analyses of 

UV, IR, 
1
H NMR and 

13
C NMR, DEPT, COSY, HETCOR, gNOESY, HMBC, HETRL, and 

GC/MS. The data were compared with the literature [14]. 

Stock solutions of eupomatenoid-5 were prepared aseptically in dimethylsulfoxide 

(DMSO) and diluted in culture medium so that the DMSO concentration did not exceed 1% in 

the experiments. The concentrations of eupomatenoid-5 used in the assays were based on the 

IC50 and IC90 values [11]. 

 

Parasites and cell cultures 

All experiments were performed with the Y strain of T. cruzi. Epimastigote forms were 

maintained axenically at 28 ºC with weekly transfers in liver infusion tryptose (LIT) medium 

supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) at pH 7.4 [15]. 

Trypomastigote and amastigote forms were obtained from the supernatants of previously 

infected LLCMK2 cells monolayer (epithelial cells of monkey kidney - Macaca mulatta – 

ATCC CCL-7, American Type Culture Collection, Rockville, MD) in Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 2 mM L- 

glutamine, 10% FBS, 50 mg/L gentamicin and buffered with sodium bicarbonate in a 5% CO2 

air mixture at 37 ºC. 

 

Mitochondrial membrane potential assay 

Mitochondrial membrane potential (ΔΨm) was evaluated during the exposure of 

epimastigote forms (1 x 10
7
 cells/mL) with 23.8, 51.0 and 170.0 μM of eupomatenoid-5 for 3 

h at 28 ºC and trypomastigote and amastigote forms (1 x 10
7
 cells/mL) with 34.0, 68.0 and 

170.0 μM of eupomatenoid-5 for 3 h at 37 °C. After that, the parasites were washed and 

incubated with 5 μg/mL of rhodamine 123 (Rh123) for 15 min to verify ΔΨm. Carbonyl 
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cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) (100.0 μM) was used as a positive control. Data 

acquisition and analysis were performed using a FACSCalibur flow cytometer (Becton-

Dickinson, Rutherford, NJ, USA) equipped with the CellQuest software (Joseph Trotter, 

Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA). A total of 10,000 events were acquired in the 

region previously established as that corresponding to the parasites. Alterations in the 

fluorescence of Rh123 were quantified using an index of variation (IV) obtained by the 

equation (MT – MC) / MC, where MT is the median of fluorescence for treated parasites and 

MC that of control parasites. Negative IV values correspond to depolarization of the 

mitochondrial membrane. 

 

Cell membrane integrity assay 

Cell membrane integrity was evaluated during the exposure of epimastigote forms (1 x 

10
7
 cells/mL) with 23.8, 51.0 and 170.0 μM of eupomatenoid-5 for 3 h at 28 ºC and 

trypomastigote and amastigote forms (1 x 10
7
 cells/mL) with 34.0, 68.0 and 170.0 μM of 

eupomatenoid-5 for 3 h at 37 °C. After that, the parasites were washed and incubated with 0.2 

μg/mL of propidium iodide (PI) for 10 min to verify cell membrane integrity. Digitonin (40.0 

μM) was used as a positive control. Data acquisition and analysis were performed using a 

FACSCalibur flow cytometer equipped with the CellQuest software. A total of 10,000 events 

were acquired in the region previously established as that corresponding to the parasites. 

Alterations in the fluorescence of PI were quantified as the percent of altered cells to plasma 

membrane. 

 

Fluorimetric detection of mitochondrial-derived O2
•−

 

Mitochondrial production of superoxide anion was evaluated during the exposure of 

epimastigote forms to 23.8, 51.0 and 170.0 μM of eupomatenoid-5, and trypomastigote and 
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amastigote forms to 34.0, 68.0 and 170.0 μM of eupomatenoid-5, using the fluorescent O2
•−

 

sensitive, mitochondrial-targeted probe MitoSOX [3,8-phenanthridinediamine, 5-(6-

triphenylphosphoniumhexyl)-5,6-dihydro-6-phenyl]. Parasites (2 × 10
7
 cells/mL) were loaded 

with 5 μM MitoSOX for 10 min at 22 ºC and then washed with the KH (Krebs-Henseleit) 

buffer (pH 7.3) containing 15 mM NaHCO3, 5 mM KCl, 120 mM NaCl, 0.7 mM Na2HPO4 

and 1.5 mM NaH2PO4. Loaded cells were exposed to the stimuli, and after suitable times the 

fluorescence was measured in a fluorescence microplate reader (Victor X3 - PerkinElmer) at 

λex = 510 nm and λem = 580 nm. The oxidized MitoSOX (oxMitoSOX), becomes highly 

fluorescent upon binding to nucleic acids. Cells were exposed to 10 μM antimicyn A (AA), a 

stimulus known to induce O2
•− 

production by mitochondria. 

 

Lipid peroxidation assay 

The extent of lipid peroxidation was determined as the amount of thiobarbituric acid-

reactive substances (TBARS) in terms of malondialdehyde (MDA). Epimastigote forms (12 

mg/mL) were treated with 23.8, 51.0 and 170.0 μM of eupomatenoid- 5 for 3 h at 28 ºC. 

Trypomastigote and amastigote forms (12 mg/mL) were treated with 34.0, 68.0 and 170.0 μM 

of eupomatenoid-5 for 3 h at 37 °C. After incubation, samples (0.5 mg protein) were heated in 

a solution containing 0.37% thiobarbituric acid, 15% trichloroacetic acid, and 0.25 N HCl for 

45 min at 95 °C. After cooling, the absorbance was read at 532 nm and the concentration of 

TBARS was calculated based on a ε value of 153 000 M
−1

cm
−1

 [16]. 

 

DNA fragmentation 

The DNA double-strand ruptures was evaluated in situ by TUNEL (Terminal 

Deoxynucleotide Transferase dUTP Nick End Labeling). For this, epimastigote forms (1 x 10
7
 

cells/mL) were treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM of eupomatenoid-5 for 96 h at 28 ºC. 
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Trypomastigote and amastigote forms (1 x 10
7
 cells/mL) were treated with 34.0, 68.0 and 

170.0 µM of eupomatenoid-5 for 24 h at 37 ºC. After, the cells were fixed and subjected to the 

TUNEL assay according to the manufacturer’s instructions. Actinomycin D (8.0 µM) was 

used as a positive control. The nuclei were counterstained with PI which denotes 

condensation and margination of the chromatin. Cells that have undergone DNA double-

strand ruptures should fluorescence brightly when viewed with filter sets appropriate, unlike 

the untreated cells. Fluorescence was observed in a fluorescence microscope Olympus BX51 

(Olympus
®
) and pictures were captured with a UC30 camera (Olympus

®
). 

 

Cell volume determination 

Epimastigote forms (1 x 10
7
 cells/mL) treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM of 

eupomatenoid- 5 for 3 h at 28 ºC and trypomastigote and amastigote forms treated with 34.0, 

68.0 and 170.0 µM of eupomatenoid-5 for 3 h at 37 ºC, were collected by centrifugation, 

washed twice in PBS, resuspended in PBS and analyzed by fluorescence-activated cell sorting 

using a FACSCalibur flow cytometer. Actinomycin D (20.0 mM) was used as a positive 

control. A total of 10,000 events were acquired in the region previously established as that 

corresponding to the parasites. Histograms and analysis were performed in CellQuest 

software, FSC-H which represents the cell volume. 

 

Evaluation of autophagic vacuoles 

The autophagic vacuoles were evaluated using monodansylcadaverine labeling (MDC) 

[17]. For this, epimastigote forms (1 x 10
7
 cells/mL) were treated with 23.8, 51.0 and 170.0 

µM of eupomatenoid-5 for 96 h at 28 ºC and trypomastigote and amastigote forms were 

treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM of eupomatenoid-5 for 24 h at 37 ºC. Thus, the cells 

were incubated with 0.05 mM of MDC in PBS for 15 min. After incubation the cells were 

 



46 

 

 

washed twice in PBS. MDC stain was analyzed by fluorescence microscope Olympus BX51 

and images were captured using a UC30 camera. In some experiments, before induction of 

autophagy, cells were pre-treated with wortmannin, a potent PI3- kinase inhibitor, an enzyme 

part of the signaling pathway involved in autophagy regulation [18]. 

 

Statistical analysis 

The data shown in the graphs are expressed as means ± standard deviation of the mean 

(SEM) of independent preparations. Data were analyzed with one-way and two-way analysis 

of variance (ANOVA), significant differences among means were identified by Tukey post-

test. P ≤ 0.05 was adopted as the minimum criterion of significance. Statistical analyses were 

performed using the Statistica™ software package. 

 

Results 

 

Effect of eupomatenoid-5 on mitochondrial membrane potential of Trypanosoma cruzi 

Previous work demonstrated, by electron microscopy, the effect of eupomatenoid-5 on 

mitochondria of T. cruzi [12]. Based on that, we decided to evaluate the ΔΨm in 

eupomatenoid-5-treated parasites by flow cytometry. Histograms show a marked decrease in 

fluorescence intensity total Rh 123 in the three parasitic forms, indicating mitochondrial 

depolarization (Fig. 2 and Table 1). This loss of ΔΨm was dose-dependent and significantly 

different in all concentrations tested, for the three parasitic forms, when compared to the 

control group. However, the loss of ΔΨm was noticeably more pronounced in trypomastigote 

and amastigote forms in which ΔΨm reductions higher than 70.0 % were observed in all 

tested concentrations. Additionally, a drop of over 90% in the fluorescence intensity was 

observed with the higher concentration of eupomatenoid-5 (170.0 µM) for the three parasitic 
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forms. The positive control CCCP in epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes induced 

82.2%, 84.6% e 84.7% change in mitochondrial membrane potential, respectively. 

 

Effect of eupomatenoid-5 on cell membrane integrity of Trypanosoma cruzi 

Our previous work also demonstrated that eupomatenoid-5 induced cell membrane 

disruption [13]. This prompted us to evaluate the cell membrane integrity in eupomatenoid-5-

treated parasites by flow cytometry. Eupomatenoid-5, affect the membrane integrity of 

epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes of T. cruzi when compared to untreated cells 

(Fig. 3). The histograms show, mainly for trypomastigotes, an increase in the intensity of PI 

fluorescence (33-83% PI+ parasites) at all concentrations tested, indicating alterations of cell 

membrane integrity. In epimastigotes, in the higher concentrations, around 60% of parasites 

were PI+ were clearly more sensitive to eupomatenoid-5 treatment than amastigotes (PI+ up 

to 35%). The positive control digitonin in epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes 

showed an increase in fluorescence of 99.04%, 55.45% and 98.70%, respectively. 

 

Detection of mitochondrial-derived O2
•−

 of Trypanosoma cruzi 

Changes in ΔΨm can induce a range of mitochondrial disorders that seriously 

compromise mitochondrial function and consequently the cell viability. A classic example of 

disorders induced by ΔΨm alteration is the increase in the production of ROS through the 

electron transport chain [19]. Thus, based on our ΔΨm results we decided to evaluate the 

superoxide anion production (O2
•−

) in eupomatenoid-5-treated parasites. Figure 4 shows a 

significant increase in the production of mitochondrial O2
•−

 in all concentrations and time 

tested for the three parasitic forms, when compared to the control group. Once again, 

eupomatenoid-5 induced a pronounced effect on trypomastigote forms leading up to 3-fold 

increases in superoxide anion production after 3 h (Fig. 4B). After trypomastigotes, 
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epimastigotes was somewhat more sensitive to the production of superoxide anion than 

amastigotes. The positive control with AA also induced 2-, 3-, and 1-fold increases in 

mitochondrial O2
•−

 production in epimatigotes, trypomastigotes and amastigotes, respectively. 

 

Effect of eupomatenoid-5 on lipid peroxidation of Trypanosoma cruzi 

Our previous experiment demonstrated that eupomatenoid-5 induced an increase on the 

formation of mitochondrial ROS. Eupomatenoid-5 also induced alteration in the antioxidant 

enzyme activity of T. cruzi [13]. Taking these together, we expected that this eupomatenoid-5 

was triggering an oxidative imbalance leading to molecular and structural alterations in the 

parasite. Strong evidence for this was the plasma membrane disruption results described 

above [20]. To ensure that, we measured the production of TBARS, which is frequently used 

to quantify lipoperoxidation of the cell membrane and is expressed by the production of 

MDA, in eupomatenoid-5-treated parasites [21]. According to the Fig. 5, the increase in MDA 

in the three parasitic forms was significantly different after 3 h when compared to the control 

group. This increase was dose-dependent, however more pronounced for trypomastigotes (up 

to 4.3-fold), followed by epimastigotes (up to 3.3-fold) and then amastigotes (up to 2.7-fold). 

 

Effect of eupomatenoid-5 on DNA fragmentation of Trypanosoma cruzi 

The oxidative imbalance induced by eupomatenoid-5 might also trigger destructive 

effects on DNA [20]. As shown in Figure 6, the three parasitic forms treated with different 

concentrations of eupomatenoid-5 and staining with TUNEL exhibited a bright fluorescence, 

indicative of DNA fragmentation when compared to the untreated parasites. Additionally, the 

counterstaining with PI in epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes denotes that 

eupomatenoid-5 induced the condensation and margination of chromatin [22]. Bright 
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fluorescence was also observed with actinomycin D, a known apoptotic inducer (data not 

shown). 

 

Effect of eupomatenoid-5 on cell volume of Trypanosoma cruzi 

DNA fragmentation is a classic example of apoptosis. Thus, we next studied the effect 

of eupomatenoid-5 on apoptotic parasite death [23]. For this, we performed additional 

experiments to evaluate the cell shrinkage, also a hallmark of apoptotic death, in 

eupomatenoid-5-treated parasites. As shown in Figure 7, there was a significant decrease in 

cell volume in all concentrations tested, for the three parasitic forms, when compared to the 

control group. In addition, trypomastigotes were more sensitive to the effect of eupomatenoid-

5 presenting a decrease in cell volume higher than 80.0 % in any tested concentration (Fig. 

7B). Once again, eupomatenoid-5 induced an effect in epimastigotes and amastigotes smaller 

than for trypomastigotes. The positive control Actinomycin D, in epimastigotes, 

trypomastigotes and amastigotes, also induced a decrease in cell volume 28%, 71% and 41%, 

respectively. 

 

Effect of eupomatenoid-5 on formation of autophagic vacuoles in Trypanosoma cruzi 

Based on our previous TEM data [12] that showed an intense formation of autophagic 

vacuoles on T. cruzi treated with eupomatenoid-5, we decided to evaluate, through MDC 

staining, a fluorescent probe that accumulates in autophagic vacuoles [24], if autophagy could 

also be an alternative death pathway induced by eupomatenoid-5. As shown in Figure 8 the 

presence of fluorescence in rounded structures in the three parasitic forms, revealed the 

formation of autophagic vacuoles when compared to untreated parasites. This effect could be 

partially prevented in the parasites pre-treated with wortmannin. 
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Discussion 

A number of natural and synthetic compounds [6,25] to treat Chagas' disease have been 

studied over the 100 years since its discovery in 1909 [4]. Nevertheless, the treatment of this 

infection remains a problem, especially in the chronic phase of the disease when amastigotes 

are the predominant forms. Our previous studies have demonstrated the effective and selective 

action of eupomatenoid-5 in the main forms of T. cruzi. Additionally eupomatenoid-5 proved 

to induce important ultrastructural alterations in the three forms of T. cruzi evidenced by 

electronic microscopy [12,13]. In this context, we sought to further elucidate the mechanism 

of action of eupomatenoid-5 involved in the cell death of this protozoan. 

Initially, we directed our studies investigating alterations in the mitochondria and 

plasma membrane through staining treated parasites with Rh 123 and PI. Considering the high 

sensitivity of these assays, the three parasitic forms, especially trypomastigotes, the infective 

and non replicative form of T. cruzi, noticeably presented ΔΨm reduction and plasma 

membrane permeability alterations. It is known that trypomastigotes, as a result of remodeling 

along T. cruzi life cycle, have a reduced ΔΨm [26]. These data strongly suggest that any 

compound, for example eupomatenoid-5, with mitochondria affinity would easily reduce the 

ΔΨm. Actually, an increasing number of papers have been published yearly describing 

trypanocidal compounds targeting T. cruzi mitochondria [19,27]. 

We showed that eupomatenoid-5 also induce, in the three parasitic forms, an oxidative 

imbalance evidenced by the increase of ROS formation, lipid peroxidation and DNA 

fragmentation. Surprisingly, all these alterations were more pronounced in trypomastigotes 

which exhibit increased levels of antioxidant enzymes and should be more efficient than the 

other forms in detoxifying [26,28]. This scenario made us believe that eupomatenoid-5 acts 

efficiently, not only increasing ROS formation, but also decreasing antioxidant enzymes 
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activities. In fact, trypanocidal compounds have been described targeting enzymes involved in 

the peroxide detoxification of T. cruzi [29,30]. 

In this context, a question arises, what came first, the decreasing in antioxidant enzymes 

activities or the increasing of ROS? More than that, should the increase of ROS formation 

induced by eupomatenoid-5 be considered as a cause of mitochondrial dysfunction or a 

consequence of mitochondrial dysfunction? In fact, besides the synthesis of ATP, 

mitochondria are also involved in the formation of ROS [31]. Mitochondrial ROS formation 

plays an important role on cellular redox balance and has been essential in many signaling 

processes [26,32]. However, the ROS generation is also strongly involved in degenerative 

process through macromolecules damage, mainly proteins, lipids and DNA [33,34]. Taking 

all these together, our hypothesis is that eupomatenoid-5 acts on mitochondria function 

reducing ΔΨm followed by the increase of mitochondrial ROS production through the 

electron transport chain (Fig. 9). This increase of ROS would act in any membrane of the 

parasite, including mitochondrial membrane, impairing even more mitochondria dysfunction, 

which might induce more ROS generation [35,36]. All these mean “ROS as a consequence of 

mitochondria dysfunction”. This phenomenon is conceivable and is well supported by the 

“Reactive Oxygen Species (ROS)-induced ROS-release” (RIRR) process [37]. 

It is likely that eupomatenoid-5 might decrease antioxidant enzymes activities. 

However, our previous work pointed to the action of eupomatenoid-5 on the activities of 

enzymes that participate in the hydroperoxide detoxification, not reducing the enzyme 

activity, but as a result of the continuous oxidative stress induced by this compound [13]. 

The experiments presented here provide compelling evidences that eupomatenoid-5 

induce biochemical alterations on T. cruzi leading to parasite death. According to DNA 

fragmentation and reduced parasite volume data reported here we strongly believe that 

apoptosis is a death pathway involved in eupomatenoid-5 trypanocidal action. Based on 

 



52 

 

 

plasma membrane disruption, necrosis could also be an alternative way of death induced by 

eupomatenoid-5. In addition to apoptosis and necrosis, the presence of autophagyc vacuoles, 

evidence by MDC labeling, suggest autophagyc death. All these cell death pathways are well 

described for trypanosomatids and have a significant mitochondria participation [23,38,39]. 

Classical features of how these parasites mitochondria are involved in apoptosis, necrosis and 

autophagy include loss of membrane potential and increase of ROS formation [40-42]. 

Accumulating evidences show that the key event in the transition of the signaling pathway of 

apoptosis to necrosis or autophagy involves the excessive increase of mitochondrial ROS 

formation [36,40]. 

In conclusion, the data presented here provide further insight into the mechanisms of 

action underlying eupomatenoid-5. Additionally, our data strongly suggest eupomatenoid-5 as 

an effective compound to treat Chagas’ disease with a remarkable trypanocidal action in the 

main three forms of T. cruzi, including trypomastigotes and amastigotes, the relevant forms 

for mammalian infection. Amastigotes are the reproductive forms in the vertebrate host 

involved in the chronic phase of Chagas’ disease, thus eupomatenoid-5 might represent an 

effective compound for further in vivo analysis. We could not forget to highlight that all of 

our data point to trypomastigotes as the most sensitive form to the eupomatenoid-5 action. 

Trypomastigotes are the only non replicative form of T. cruzi life cycle. The 

metacyclogenesis, a process by which T. cruzi different forms are transformed from non-

infectious, replicative into infectious, non-proliferative., remains unclear. The literature only 

provided information regarding changes in the pattern of gene expression [43,44]. Therefore, 

our hypothesis is that eupomatenoid-5 might be taking advantage of this process thus 

triggering a more efficient action in trypomastigote forms of T. cruzi. Actually, drug 

resistence is well characterized between the different strains of T. cruzi because this parasite is 
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a heterogeneous group with morphological, physiological, biochemical and clinical diversity 

[45]. 
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Legends for Figures 

 

Figure 1. Chemical structure of eupomatenoid-5, the neolignan isolated from Piper regnellii 

var. pallescens. 

 

Figure 2. Flow cytometry analysis of parasitic forms of Trypanosoma cruzi treated with 

eupomatenoid-5 for 3 h and stained with Rh 123. (A) Epimastigotes treated with 23.8, 51.0 

and 170.0 µM. (B) Trypomastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. (C) Amastigotes 

treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. Arrows correspond to concentrations tested. Control 

group (untreated cells) is also shown. Typical histograms of at least three independent 

experiments. Asterisks indicate significant difference relative to the control group (p ≤ 0,05). 

 

Figure 3. Flow cytometry analysis of parasitic forms of Trypanosoma cruzi treated with 

eupomatenoid-5 for 3 h and stained with PI. (A) Untreated epimastigotes. (B, C, D) 

Epimastigotes treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM. (E) Untreated trypomastigotes. (F, G, H) 

Trypomastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. (I) Untreated amastigotes. (J, K, L) 

Amastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. The numbers shows the percentage of PI-

stained positive cells in upper right and left quadrant. Typical histograms of at least three 

independent experiments. 

 

Figure 4. Mitochondrial O2
•−

 production in parasitic forms of Trypanosoma cruzi treated with 

eupomatenoid-5 for up to 3 h. Mitochondrial O2
•−

 production was evaluated using the 

fluorescence probe MitoSOX. At the indicated times parasites were used to fluorimetrically 

measure oxMitoSOX. (A) Epimastigotes treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM. (B) 

Trypomastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. (C) Amastigotes treated with 34.0, 
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68.0 and 170.0 µM. Results are expressed as mean fluorescence (in arbitrary units) ± SD of at 

least three independent experiments. Asterisks indicate significant differences relative to the 

control group (untreated cells) (p ≤ 0,05). 

 

Figure 5. Determination of lipid peroxidation in parasitic forms of Trypanosoma cruzi treated 

with eupomatenoid-5 for 3 h. The MDA concentration was measured by TBARS production. 

(A) Epimastigotes treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM. (B) Trypomastigotes treated with 

34.0, 68.0 and 170.0 µM. (C) Amastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. The results 

are expressed as mean ± SD of at least three independent experiments. Asterisks indicate 

significant difference relative to the control group (untreated cells) (p ≤ 0,05). 

 

Figure 6. DNA fragmentation in parasitic forms of Trypanosoma cruzi treated with 

eupomatenoid-5. (A-W) Differential interference contrast (DIC). (a-w) Fluorescence to the 

assay of TUNEL and PI. (A, a, B, b) Untreated epimastigotes. (C, c, E, e, G, g) Epimastigotes 

treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM. (D, d, F, f, H, h) Epimastigotes treated with 23.8, 51.0 

and 170.0 µM and counterstaining with PI. (I, i, J, j) Untreated trypomastigotes. (K, k, M, m, 

O, o) Trypomastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. (L, l, N, n, P, p) 

Trypomastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM and counterstaining with PI. (Q, q, R, 

r) Untreated amastigotes. (S, s, U, u, X, x) Amastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. 

(T, t, V, v, W, w) Amastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM and counterstaining with 

PI. Green fluorescence indicates DNA fragmentation and red fluorescence indicates 

condensation and margination of chromatin. The images are representative of epimastigotes 

treated for 96 h and trypomastigotes and amastigotes treated for 24 h. Bars: 10 µm. 
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Figure 7. Flow cytometry analysis of parasitic forms of Trypanosoma cruzi treated with 

eupomatenoid-5 for 3 h. (A) Epimastigotes treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM. (B) 

Trypomastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. (C) Amastigotes treated with 34.0, 

68.0 and 170.0 µM.. Forward light scatter (FSC-H) was considered as function of cell size. 

Arrows correspond to concentrations tested. Control group (untreated cells) is also shown. 

Typical histograms of at least three independent experiments. Asterisks indicate significant 

difference relative to the control group (p ≤ 0,05). 

 

Figure 8. Evaluation of autophagic vacuoles in parasitic forms of Trypanosoma cruzi treated 

with eupomatenoid-5. (A-W) DIC. (a-w) Fluorescence. (A, a, B, b) Untreated epimastigotes. 

(C, c, E, e, G, g) Epimastigotes treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM. (D, d, F, f, H, h) 

Epimastigotes treated with 23.8, 51.0 and 170.0 µM + 0,5 µM WTM. (I, i, J, j) Untreated 

trypomastigotes. (K, k, M, m, O, o) Trypomastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM. 

(L, l, N, n, P, p) Trypomastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM + 0,5 µM WTM. (Q, 

q, R, r) Untreated amastigotes. (S, s, U, u, X, x) Amastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 

µM. (T, t, V, v, W, w) Amastigotes treated with 34.0, 68.0 and 170.0 µM + 0,5 µM WTM. 

The images are representative of epimastigotes treated for 96 h and trypomastigotes and 

amastigotes treated for 24 h. Bars: 10 µm. 

 

Figure 9. Mechanistic assumptions about the trypanocidal action of eupomatenoid-5. 

Eupomatenoid-5 induces mitochondrial depolarization (loss of ΔΨm) followed by an increase 

of ROS production through the electron transport chain. This would induce oxidative damage 

leading to parasite death. 
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Highlights 

 Eupomatenoid-5 has trypanocidal activity in three parasitic forms of T. cruzi. 

 

 Eupomatenoid-5 causes loss of ΔΨm in T. cruzi and an increase of ROS production. 

 

 Eupomatenoid-5 induces an oxidative imbalance in T. cruzi followed by cell death. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

 

Figure 1 

 

 

Figure 2 

 

 

Table 1 

 

 

 



64 

 

 

Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 



65 

 

 

Figure 4 

 

 

 

  

 

  

 



66 

 

 

Figure 5 

 

 

 

 

 

  

 

  

 



67 

 

 

Figure 6 

 

  

 

  

 



68 

 

 

Figure 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 



69 

 

 

Figure 8 

 

  

 

  

 



70 

 

 

Figure 9 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 



71 

 

 

3 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem propor um mecanismo onde a ação 

tripanocida do eupomatenóide-5 está intimamente relacionada à disfunção mitocondrial 

seguido do aumento da produção de EROs mitocondriais. Como conseqüência ocorreria 

reações de oxidação em macromoléculas essenciais para a viabilidade celular desencadeando 

a morte do parasito por caminhos distintos. Neste contexto a mitocôndria parece ser o alvo 

inicial do eupomatenóide-5. De fato a mitocôndria é um alvo bastante explorado para o 

desenvolvimento de novas drogas tripanocidas, visto ser única em T. cruzi. 

De acordo com a fragmentação do DNA e diminuição do volume celular, apoptose é 

um caminho de morte envolvida na ação tripanocida do eupomatenóide-5. Com base na 

ruptura da membrana do plasma, necrose também poderia ser uma forma alternativa de morte 

induzida pelo eupomatenóide-5. Em adição à apoptose e necrose, a presença de vacúolos 

autofágicos, comprovados pela marcação com MDC, também sugerem a morte por autofagia. 

Nesse contexto, nossos resultados sugerem que eupomatenóide-5 é um composto 

eficaz para o tratamento da doença de Chagas com uma notável ação tripanocida em todas as 

formas de T. cruzi. 


