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RESUMO 

 
Rocha SC. Avaliação das perspectivas terapêuticas do ácido L-tiazolidina-4-carboxílico, um 
análogo de prolina, na infecção de camundongos pelo Trypanosoma cruzi. [dissertação 
(Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 
2010. 
 
Trypanosoma cruzi é dependente de prolina para diversos processos tal como metabolismo 

energético, invasão celular, diferenciação e resistência a estresse osmótico, metabólico e 

oxidativo. O ácido L-tiazolidina-4-carboxílico (T4C), um análogo estrutural da prolina, inibe 

competitivamente o transporte deste aminoácido em T. cruzi, e interage sinergicamente com 

fatores de estresse que ocorrem ao longo do seu ciclo de vida. Aqui nós avaliamos o efeito de 

T4C na infecção de camundongos pelo T. cruzi. Foi observada uma redução de 49% do pico 

parasitêmico de animais infectados e tratados com dose única de T4C (100 mg/Kg). A análise 

histológica e por PCR quantitativa de diferentes tecidos revelou uma redução significativa da 

carga parasitária apenas no intestino de animais tratados com T4C (100 ou 150 mg/Kg). Por 

outro lado, a dose única de 200 mg/Kg diminuiu o peso corporal e sobrevida de animais não 

infectados. O tratamento prolongado (10 mg/Kg dia) não reduziu a parasitemia, mas aumentou a 

sobrevida e diminuiu a carga parasitária no intestino. T4C não afetou a expressão gênica de 

IFN-γ e IL-10 em qualquer um dos tecidos analisados (coração, baço e intestino). Em 

conclusão, T4C contribui em reduzir a virulência da infecção, mas é tóxico em doses que 

superem 150 mg/kg.  

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. T4C. Prolina. Metabolismo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

ABSTRACT 
 

Rocha SC. Evaluation of the therapeutic perspectives of the L-thiazolidine-4-carboxylic acid, a 
proline analogue, on mice infection by Trypanosoma cruzi. [Master thesis (Parasithology)]. São 
Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010. 
 
Trypanosoma cruzi is dependent on proline for a variety of processes such as energy 

metabolism, host cell invasion, differentiation and resistance to osmotic, metabolic and 

oxidative stress. L-thiazolidine-4-carboxylic acid (T4C), a proline structural analogue, inhibits 

the proline uptake and interacts with several stress factors that the parasite undergoes 

throughout its life cycle. Herein, we evaluated the T4C effects on mice infection by T. cruzi.  It 

was observed a reduction of 49% of the parasitemia peak in infected mice that were treated with 

a unique dose of T4C (100 mg/Kg). Histological and PCR quantitative analysis of several 

tissues revealed a reduction (90,3 %) of parasite load in the intestine (150 mg/kg). In the other 

hand, the unique dose of 200 mg/Kg reduced the body weight and survival of non-infected 

mice. A T4C prolonged treatment (10 mg/Kg day), did not diminish the parasitemia, but 

increased survival and reduced the parasite load in the intestine. T4C did not affect the gene 

expression of γ-IFN and IL-10 in any of the organs analyzed (heart, spleen and intestine). In 

conclusion, T4C-treatment contributes to reduce the virulence of T. cruzi infection, but it was 

toxic in doses over 150 mg/kg. 

  

Keyword: Trypanosoma cruzi. T4C. Proline. Metabolism 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 A Doença de Chagas 
 

A doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana é uma infecção parasitária crônica e 

sistêmica causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). 

Classicamente este organismo era localizado taxonomicamente na ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae  (Hoare, 1966).  Porém, mais recentemente um novo ordenamento 

taxonômico foi proposto para os eucariotas, com base numa relocalização dos protozoários. 

Neste novo esquema, o T. cruzi localiza-se dentro do super-grupo Excavata, que por sua vez 

contem taxa de menor hierarquia. Dentro de Excavata, o T. cruzi localiza-se nos ranks 

superiores (em ordem hierárquica) dos Kinetoplastea, Metakinetoplastina, Trypanosomatina. 

Este último rank agrupa também aos patógenos Leishmania spp. e Trypanosoma brucei (Adl et 

al., 2005) 

A doença de Chagas (ou tripanosomíase americana) foi descoberta em 1909 pelo médico 

brasileiro Carlos Chagas e afeta hoje, aproximadamente 8 milhões de pessoas na América 

Latina, desde o sul dos Estados Unidos ao sul da Argentina e Chile (Rassi et al., 2010) (Figura 

1). Aproximadamente, 30% dos indivíduos infectados desenvolvem cardiomiopatia, 

megasíndromes digestivas, ou ambas as formas, ocorrendo 12.500 mortes a cada ano (Moncayo 

e Silveira, 2009; Rassi et al., 2010).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribuição geográfica da doença de Chagas em áreas endêmicas e não endêmicas                
                Fonte: Rassi et al. (2010).  

 



 

A doença é transmitida ao homem e para mais de 150 espécies de mamíferos, 

principalmente pelo inseto vetor hematófago da subfamília Triatominae por meio dos ciclos 

doméstico, peridoméstico e silvestre (Deane, 1964). Os três insetos vetores mais importantes na 

transmissão do Trypanosoma cruzi ao homem são Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e 

Triatoma dimidiata (Zeledon e Rabinovich, 1981). A transmissão da doença de Chagas ocorre 

também por outros mecanismos não-vetoriais como transfusão sanguínea (Mazza et al., 1936) e 

transmissão congênita (Bittencourt, 1976; Hoff et al., 1978), sendo esses os principais 

mecanismos de contaminação pelo parasita em regiões urbanas e não-endêmicas. Outra forma 

de transmissão que vem crescendo nos últimos anos em regiões não-endêmicas (Figura 1), 

devido ao aumento do fluxo de imigrantes provenientes da América Latina, é pela via de 

transplantes de tecidos vindos de pacientes chagásicos (Schmunis, 2007).  Onde não domicilia o 

inseto vetor, raramente a doença de Chagas é transmitida ao homem pela ingestão de alimentos 

contaminados. Por outro lado, em regiões endêmicas, a transmissão oral ao homem é bastante 

comum devido à presença das fezes contaminadas do triatomíneo depositadas sobre alimentos 

que potencialmente serão comercializados e ingeridos. (Benchimol-Barbosa, 2009; Rassi et al., 

2010).  

 

1.2 O ciclo de vida de Trypanosoma cruzi 

 

Trypanosoma cruzi possui um complexo ciclo de vida envolvendo um inseto vetor da 

família Reduvidae e um hospedeiro mamífero (eventualmente o homem) (Chagas, 1909).  

O inseto infecta-se ao picar um hospedeiro mamífero infectado que possui formas 

tripomastigotas circulantes no sangue. Os tripomastigotas ingeridos pelo inseto vetor alcançam 

a porção média do tubo digestivo onde se diferenciam em epimastigotas, formas não-infectivas 

replicativas (Brener, 1973). Na porção terminal do tubo digestivo os epimastigotas aderem-se 

ao epitélio intestinal e diferenciam-se em formas tripomastigotas metacíclicas (formas 

infectivas) (Bonaldo et al., 1988) que são eliminadas nas fezes durante o repasto sanguíneo. 

Uma vez depositadas na pele do mamífero, os tripomastigotas internalizam-se no hospedeiro, 

invadem as suas células, e atingem o citoplasma. Nesse local, se diferenciam em amastigotas, 

estágio replicativo no interior do hospedeiro mamífero. Após vários ciclos de divisão binária, os 

amastigotas diferenciam-se para formas tripomastigotas passando de maneira transiente por um 



 

estágio denominado epimastigota intracelular (Almeida-De-Faria et al., 1999). Finalmente, os 

tripomastigotas lisam as células e são liberados ao meio extracelular, podendo invadir outras 

células vizinhas, ou atingir a corrente sanguínea, e através dela atingir tecidos distantes. Quando 

as formas tripomastigotas estão em circulação, podem ser ingeridas por um inseto vetor, 

fechando desta forma o ciclo de vida (Tyler e Engman, 2001; Alves e Colli, 2007) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Representação esquemática do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Formas epimastigotas 

replicativas e não replicativas, presentes no inseto vetor (a). Formas infectivas, eliminadas 
nas fezes e urina do hospedeiro invertebrado (b). As formas tripomastigotas metacíclicas 
invadem as células do hospedeiro vertebrado e diferenciam-se nas formas amastigotas (c), 
dando origem ao estágio transiente denominado epimastigota intracelular (d), que se 
diferencia em tripomastigotas (e). Os tripomastigotas podem disseminar através da corrente 
sanguínea do mamífero. O ciclo se completa quando estas últimas diferenciam-se novamente 
em formas epimastigotas, as quais colonizam o tubo digestivo de um novo inseto vetor 
durante o repasto sanguíneo. 
Fonte: Boscardin et al. (2010). 
 

 
 

 



 

1.3 Manifestações clínicas 

 

A infecção humana pelo T. cruzi pode se dividir em duas fases: aguda e crônica. A fase 

aguda dura cerca de 4 a 8 semanas e caracteriza-se basicamente por uma alta parasitemia, e 

ausência de anticorpos circulantes, enquanto que a fase crônica caracteriza-se pelo baixo ou 

nulo número de parasitas circulantes e uma robusta resposta humoral, a qual persiste por toda a 

vida do hospedeiro (Dias et al., 1956; Dias, 1984; Boscardin et al., 2010). 

A fase aguda é geralmente assintomática. No entanto, nos casos sintomáticos, podem ser 

observados febre, dor de cabeça, edema, enfartamento ganglionar e sinais da porta de entrada do 

parasita, como por exemplo, sinal de Romaña. Em alguns casos (cerca de 5 a 10 %), ainda 

podem ser observados uma miocardite severa ou meningoencefalite ou até mesmo, ambas, o 

que eventualmente pode levar ao óbito. A maioria dos indivíduos infectados (cerca de 90 %) 

resolve espontaneamente à fase aguda, mesmo se a infecção não for tratada com drogas 

tripanocidas, e então evolui para a fase crônica (Punukollu et al., 2007; Rassi et al., 2010). 

As principais formas da fase crônica são a indeterminada, a cardíaca (cardiopatia chagásica 

crônica), a digestiva e a cardiodigestiva. A forma indeterminada é a mais freqüente, 

caracterizando-se pela ausência de sintomas. Cerca de 70 % dos indivíduos infectados cursam a 

fase crônica na forma indeterminada. Apesar da ausência de sintomatologia, a infecção pode ser 

detectada sorologicamente pela presença de anticorpos específicos contra T. cruzi. Entretanto, 

os eletrocardiogramas e exames radiológicos do coração, colón e esôfago são normais. O 

restante de pacientes infectados (cerca de 30 %) desenvolvem as formas cardíaca ou digestiva 

ou ainda, a cardiodigestiva, geralmente de 10 a 30 anos após o início da infecção (Rassi et al., 

2010). Na forma digestiva ocorrem disfunções gastrointestinais (principalmente megaesôfago, 

megacólon, ou ambos) (Castro et al., 1994; Boscardin et al., 2010). O megaesófago causa 

disfagia com odinofagia, combinada com dor epigástrica, regurgitação, ptialismo e subnutrição 

em casos severos. O megacólon geralmente abrange o segmento sigmóide, reto, e/ou cólon 

descendente, produzindo obstipação prolongada, distenção abdominal e ocasionalmente, 

obstrução do intestino devido ao fecaloma ou vólvulo de sigmóide. A forma cardíaca é a 

manifestação mais séria e freqüente da doença de Chagas. Ela leva à anormalidade do sistema 

de condução, bradiarritmias, aneurisma apical, falência cardíaca, tromboembolismo, e morte 

súbita (Marin Neto et al., 1999; Moncayo e Ortiz Yanine, 2006; Boscardin et al., 2010). 



 

1.4 Infecção chagásica e resposta imune 

 

Cada fase da doença de Chagas exibem características e mecanismos imunológicos 

distintos, sendo que o controle da infecção na fase aguda depende fundamentalmente da 

resposta inata, enquanto na fase crônica depende de uma potente resposta humoral, a ativação 

de células T CD4+, CD8+ e a produção de citocinas, processos que em conjunto estão envolvidos 

no controle da doença (Boscardin et al., 2010). A ausência de alguns destes componentes da 

resposta imune leva a uma maior suscetibilidade à infecção pelo T cruzi, resultando em uma 

maior taxa de parasitemia e mortalidade (Tarleton et al., 1992; Rottenberg et al., 1993; 

Abrahamsohn e Coffman, 1996; Tarleton et al., 1996; Kumar e Tarleton, 1998; Boscardin et al., 

2010).                                                                                                                                       

Na imunidade inata alguns padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) derivados 

de T. cruzi são reconhecidos por receptores específicos do hospedeiro, os receptores Toll (TLR) 

(Campos e Gazzinelli, 2004). As vias de sinalização desses receptores podem ser reguladas pelo 

fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88), pela proteína adaptadora contendo domínio TIR 

(TIRAP), pela proteína adaptadora contendo domínio TIR indutora de interferon-β (TRIF) e 

pela molécula adaptadora relacionada a TRIF (TRAM) (Takeda e Akira, 2007). Foi 

demonstrada em camundongos nocautes (KO) TLR-9 e TLR-9/2 uma diminuição da resposta 

IL-12 e IFN-γ, tornando-os também mais suscetíveis à infecção por T. cruzi (Bafica et al., 

2006). Esses resultados sugerem que TLR-2 e TLR-9 cooperam para controlar a replicação do 

T. cruzi durante a fase aguda (Boscardin et al., 2010). Outro componente importante da 

imunidade inata são as células Natural Killers. Além de lisarem diretamente as células 

infectadas, as NKs são capazes de produzir enormes quantidades de IFN-γ, principalmente no 

fígado de camundongos durante a fase aguda da infecção, o que é consequência da produção de 

IL-12 e TNF-α pelas células dendríticas e macrófagos (Golgher e Gazzinelli, 2004; Sardinha et 

al., 2006; Cardillo et al., 2007).  

A relevância do IFN-γ na fase aguda da infecção está relacionada com a capacidade desta 

citocina de ativar macrófagos peritoniais. Os macrófagos ativados são capazes de produzir 

óxido nítrico (NO) através da NO sintase induzível (iNOS), provocando a morte do parasita 

(Nathan et al., 1979; Reed, 1988; Mccabe e Mullins, 1990; Vray et al., 1991; Gazzinelli et al., 

1992). Além de IFN-γ, outras citocinas são importantes durante a fase aguda da infecção pelo T. 



 

cruzi. Camundongos deficientes em IL-12 monstraram maiores parasitemia e mortalidade 

comparadas com os controles, demonstrando a relevância desta citocina (Michailowsky et al., 

2001; Galvao Da Silva et al., 2003). A importância da IL-10 como moduladora da infecção 

também foi demonstrada, já que a sua ausência reduziu a parasitemia em camundongos 

infectados com T. cruzi (Abrahamsohn e Coffman, 1996). 

A resposta imune adaptativa na doença de Chagas é mediada principalmente pelos linfócitos 

T CD4+ e constitui um meio efetivo de controlar a replicação do parasita (Brener e Gazzinelli, 

1997). Foi mostrado também que a resposta Th1 é importante para o controle da infecção 

enquanto a resposta Th2 contribui para a persistência parasitária e para o aumento da severidade 

da doença (Boscardin et al., 2010). As células T CD8+ também exercem um papel importante no 

controle da infecção por T. cruzi, pois são capazes de lisar diretamente a células infectadas 

(Nickell et al., 1993; Wizel et al., 1997).  

Está bem demonstrada também, a importância dos anticorpos para o controle da infecção 

crônica por T cruzi. Quando o soro de pacientes chagásicos ou de camundongos foi inoculado 

em camundongos naïves, tanto a parasitemia quanto a mortalidade foram reduzidas após o 

desafio com T. cruzi (Krettli e Brener, 1976; Kierszenbaum, 1980). As células T são 

importantes para o controle inicial da infecção, no entanto, uma resposta efetiva mediada por 

anticorpos é crítica para o aumento da sobrevivência do hospedeiro (Boscardin et al., 2010). 

 

1.5 Tratamento da doença de Chagas  

 

1.5.1 Drogas disponíveis  

 

Tanto as revisões clássicas (Brener, 1975) quanto as mais recentes (Coura e De Castro, 

2002; Pinto Dias, 2006; Coura, 2009; Urbina, 2010) documentam uma análise exaustiva dos 

esforços históricos em desenvolver drogas anti - T. cruzi, desde a descoberta da doença em 1909 

por Carlos Chagas. Em meio a esses esforços, a busca de compostos com maiores efeitos anti-T. 

cruzi e menor citotoxidade que pertencessem a classe de derivados de nitro-heterocíclicos com 

atividade antiparasitária já demonstrada em modelos animais, levaram a descoberta entre as 

décadas de 60 e 70 do Nifurtimox (NFX; Lampit®; Bayer S.A., Leverkusen, Nordrhein-

Westfalen, Alemanha) (5-nitrofuran (3-methyl-4-(5_-nitrofurfurylideneamine) tetrahydro-4H-



 

1,4-tiazine-1,1-dioxide) e Benzonidazol (BZN; Rochagan®, Roche S.A.; São Paulo, SP, Brasil; 

Radanil®; Roche S.A.; Buenos Aires, Capital Federal, Argentina) (N-benzyl-2-nitroimidazole 

acetamide). Estes compostos originalmente registrados para o tratamento da fase aguda, até esta 

data são as únicas drogas disponíveis para o tratamento específico da doença de Chagas (Coura 

e De Castro, 2002; Pinto Dias, 2006; Urbina, 2010) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estruturas químicas das drogas disponíveis contra Trypanosoma cruzi. (1) Nifurtimox; (2)    
                 Benzonidazol  
  

Benzonidazol e Nifurtimox demonstram ser efetivos para o tratamento da fase aguda da 

infecção, apresentando em média 80% de cura parasitológica (Cancado, 1999, 2002). No 

entanto, seus efeitos podem variar de acordo com a área geográfica, provavelmente devido às 

diferenças de suscetibilidades apresentadas por diferentes cepas de T. cruzi (Filardi e Brener, 

1987; Murta et al., 1998; Kirchhoff, 1999). Em geral, essas drogas mostraram-se pouco eficazes 

quando administradas durante a fase crônica, além de apresentarem efeitos tóxicos (Jannin e 

Villa, 2007). De acordo com as recomendações em 2005 e 2007, o tratamento com 

Benzonidazol, a única droga fornecida hoje no Brasil, é fortemente recomendado para todos os 

casos agudos, congênitos, de reativação da infecção, para todas as crianças infectadas e 

pacientes até 18 anos de idade que apresentam fase crônica (Bern et al., 2007).  

O Benzonidazol, por muitos anos, foi fornecido pela empresa Roche que cedeu a sua 

tecnologia de fabricação para uma empresa em Pernambuco, a Lafepe, que passou a ser o único 

laboratório no Brasil, a partir de 2009, a fornecer o medicamento. O principal modo de ação de 

Benzonidazol está relacionado à formação de derivados reativos intermediários, como o radical 

nitroânion e metabólitos eletrofílicos (derivados nitroso e hidroxilamina) (Docampo, 1990; 

Maya et al., 2007; Dias et al., 2009). O Nifurtimox é produzido pela Bayer para tratamento da 

doença de Chagas em alguns países da América Latina e, além disso, para tratamento da 

tripanossomíase africana Gambiense no continente africano (Jannin e Villa, 2007). A ação 

 



 

antiparasitária do nifurtimox está associada à geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

tais como ânion superóxido e peróxido de hidrogênio (Docampo, 1990; Maya et al., 2007; Dias 

et al., 2009) 

 

1.5.2 Perspectivas terapêuticas 

 

Devido às limitações significantes das drogas disponíveis para o tratamento da doença de 

Chagas, particularmente para pacientes crônicos, novas abordagens terapêuticas vêm avançando 

nas últimas décadas (Tabela 1).  

Uma das vias de inibição que está sendo bastante explorada é a biossíntese de ergoesterol 

em T. cruzi. Novos derivados triazólicos dos quais são potentes inibidores seletivos da síntese 

de ergoesterol, demonstraram forte atividade tripanocida in vitro e in vivo. Dois deles são, o 

posaconazol (Urbina et al., 1998; Ferraz et al., 2007, 2009) e o ravuconazol (Urbina e 

Docampo, 2003; Urbina et al., 2003; Diniz Lde et al., 2010) dos quais são os candidatos mais 

avançados para o desenvolvimento da nova droga anti - T. cruzi, partindo para ensaios clínicos 

dentro de pouco tempo (Urbina, 2010). Compostos que inibem a enzima cisteína protease, ou 

mais precisamente, a cruzipaína, também são canditados para o desenvolvimento de 

quimioterapias. Inibidores seletivos, tal como N-metil-piperazina-urea-F-hF-vinil-sulfona-

phenil, conhecido como CRA-3316 ou K-777, apresenta efeito tripanocida in vitro e in vivo em 

modelos murinos de infecção aguda (Engel et al., 1998) e além disso, previne danos no 

miocárdio em cães experimentalmente infectados pelo T. cruzi (Barr et al., 2005). Outros 

grupos de pesquisas têm identificado enzimas envolvidas no metabolismo da tripanotiona como 

alvos quimioterápicos promissores  (Fairlamb e Cerami, 1992; Schmidt e Krauth-Siegel, 2002; 

Paulino et al., 2005) a Tripanotiona sintetase e redutase. A Tioridazina, inibidora da 

Tripanotiona redutase in vitro (Gutierrez-Correa et al., 2001a, b), também mostrou efeito 

protetor em modelo murino de infecção aguda (Rivarola et al., 1999; Lo Presti et al., 2004). 

Outra abordagem foi encontrar inibidores da via captação-de-purina de T. cruzi. A enzima 

chave desta via é a hipoxantina-guanina fosforibosil transferase. O alupurinol análogo da purina 

atua como um competidor inibindo esta via. O Alupurinol demonstrou ser ativo em modelos 

murinos de infecção aguda (Urbina e Docampo, 2003). 

 



 

Tabela 1-Situação atual de alguns dos principais canditados a desenvolvimento de quimioterapia    
                 específica contra Trypanosoma cruzi.  
 

Composto Via de inibição Alvo quimioterápico 
em T.cruzi 

Fase da pesquisa Fase da doença 
em que há 
efeito 

Fonte 

D0870 
 
 

Biossíntese de 
ergoesterol 

Esterol 14-demetilase In vivo aguda e crônica (Urbina et al., 
1996) 

TAK-187 Biossíntese de 
ergoesterol 

Esterol 14-demetilase In vivo aguda e crônica (Corrales et al., 
2005) 
 

Albaconazol 
(UR-9825) 

Biossíntese de 
ergoesterol 

Esterol 14-demetilase In vivo 

(cães) 
aguda  (Urbina et al., 2000; 

Guedes et al., 2004) 
 

Posaconazol Biossíntese de 
ergoesterol 

Esterol 14-demetilase In vivo; canditado 

para ensaios 
clínicos 
 

aguda e crônica (Urbina et al., 1998; 
Ferraz et al., 2007; 
2009) 

Ravuconazol Biossíntese de 
ergoesterol 

Esterol 14-demetilase In vivo (cães); 
canditado 

para ensaios 
clínicos 
 

aguda (Urbina e 
Docampo, 2003; 
Urbina et al., 2003; 
Diniz Lde et al., 
2010) 
 

E5700 
 
 

Biossíntese de 
ergoesterol 

Escaleno sintase In vivo aguda (Urbina et al., 
2004) 

ER-119884 Biossíntese de 
ergoesterol 

Escaleno sintase In vivo aguda (Urbina et al., 
2004) 
 

K-777 
 
 

 Cisteína protease 
(cruzipaína) 

In vivo (cães) aguda e crônica (Doyle et al., 2007) 

Alopurinol 
 
 

Obtenção de 
purina 

hipoxantina-guanina 
fosforibosil transferase 

In vivo aguda (Urbina e 
Docampo, 2003) 

Tioridazina  Tripanotiona redutase In vivo aguda (Rivarola et al., 
1999; Lo Presti et 
al., 2004) 

FONTE: Urbina (2010).  
 
 
1.6 Transporte de metabólitos em Trypanosoma cruzi  

 

Os tripanossomatídeos patogênicos apresentam um ciclo de vida que alterna em diferentes 

ambientes (exemplo: o trato intestinal do inseto, o sangue do hospedeiro vertebrado e o 

citoplasma da célula hospedeira) e a disponibilidade de metabólitos presentes nestes espaços é 

fundamental para a sobrevivência desses parasitas. Para isso, os tripanossomatídeos são capazes 

de utilizar carboidratos e aminoácidos como fontes de carbono e energia (Cazzulo, 1992a, 1994; 

Silber et al., 2005). 

 



 

1.6.1 Transporte de glicose   

 

A glicose é a principal fonte de carbono nos estágios de cultura axênica dos 

tripanossomatídeos, os quais apresentam em seu citoplasma uma organela de 

compartimentalização de enzimas glicolíticas, o glicossoma (Cazzulo, 1994). Os 

tripanossomatídeos possuem também proteínas necessárias para a aquisição de glicose do meio 

externo, os transportadores de hexose. Particularmente em T. cruzi, existe apenas um único 

sistema de transporte de hexose, cujo gene foi identificado e caracterizado funcionalmente 

(TcrHT1). Este transportador foi descrito em epimastigotas (Tetaud et al., 1997), e mais 

recentemente sua atividade foi também analisada nos estágios do ciclo infetivo em mamíferos 

tais como tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas intracelulares (Silber et al., 2009). 

Assume-se que uma vez no citoplasma, a glicose é transportada para dentro dos 

glicossomos, para ser oxidada. Recentemente foi proposto que o TcrTH1 também tem a função 

de internalisar glicose desde o citoplasma para o glicossomo (Silber et al., 2009).  No 

glicossomo, cada molécula de glicose é rapidamente convertida em duas moléculas de 

gliceraldeído-1-3-bisfosfato por enzimas glicolíticas presentes nesta organela. Estas moléculas 

produzidas, por sua vez, são transportadas ao citoplasma por outro sistema ainda não 

caracterizado e convertidas em fosfoenol piruvato, dos quais podem seguir dois caminhos: (i) 

conversão a piruvato, parte do qual poder ser transportado para a mitocôndria para entrar no 

Ciclo de Krebs, e outra parte transformada em alanina por trasaminação ainda no citoplasma; 

(ii) transporte de volta ao glicossomo com a conseqüente conversão em oxaloacetato pela 

fosfoenolpiruvato carboxiquinase. O oxaloacetato é convertido a malato pela malato 

desidrogenase. O malato deixa o glicossomo e é convertido de volta a piruvato por enzimas 

málicas presentes no citoplasma (este sistema constitui desta forma uma lanzadera de elétrons 

entre o glicossomo e o citoplasma) ou então, transportado à mitocôndria onde poderá ser 

convertido a piruvato por enzimas málicas mitocondriais e ser oxidado no Ciclo de Krebs. 

Como já mencionado, ambos os estoques de piruvato mitocondrial e citoplasmático poderão, 

por sua vez, ser aminados e convertidos em alanina (Cazzulo, 1992b, 1994; Urbina, 1994; 

Bakker et al., 1999).  

As formas tripomastigotas de T. cruzi usam preferencialmente a glicose, abundante nos 

fluídos do hospedeiro vertebrado. No entanto, no hospedeiro invertebrado, a maior fonte de 



 

carbono e energia para T. cruzi são aminoácidos especialmente a L-prolina e a L-glutamina, do 

qual são abundantes na hemolinfa e nos fluídos teciduais do inseto vetor hematófago (Cannata e 

Cazzulo, 1984; Fairlamb e Opperdoes, 1986). Já as formas intracelulares que residem no 

citoplasma da célula do hospedeiro mamífero apresentam baixa ou nula atividade de transporte 

de glicose, sugerindo que sua principal fonte de energia são os aminoácidos, dentre eles a 

prolina, que pode ser fornecida por biossíntese ou hidrólise de proteínas endógenas (no caso de 

amastigotas), ou até mesmo fornecida exogenamente pelo próprio hospedeiro vertebrado (no 

caso de epimastigotas intracelulares) (Silber et al., 2009). 

 

1.6.2 Transporte de aminoácidos 

 

Grande parte do metabolismo de T. cruzi está baseado na utilização de aminoácidos como 

fonte de carbono e energia. Como mencionado anteriormente, os aminoácidos podem ser 

obtidos de três principais formas: biossíntese a partir de precursores metabólicos, transporte 

ativo a partir do meio circundante e por degradação de proteínas. Determinadas proteínas, por 

exemplo, podem ser obtidas pelo processo de pinocitose que são estocadas em organelas 

chamadas reservossomos (Soares e De Souza, 1988).  

Em particular, os epimastigotas de T. cruzi catabolizam preferencialmente glicose, e depois 

da exaustão desse metabólito, ocorre o catabolismo de proteínas e aminoácidos com produção 

de amônia (Cazzulo, 1992b, 1994). Trabalhos clássicos mostraram que asparagina, glutamina, 

aspartato, glutamato, leucina, isoleucina e prolina são metabolizados pelo T.cruzi (Zeledon, 

1960; Mancilla et al., 1967; Sylvester e Krassner, 1976). Foi proposto que todos esses 

aminoácidos são convertidos em glutamato ou aspartato, podendo ser esses últimos 

desaminados para serem processados via Ciclo de Krebs (Silber et al., 2005).  

Na literatura já está bem descrito para T. cruzi, que vários aminoácidos exercem funções que 

vão além da síntese protéica e metabolismo energético, pois estão envolvidos em processos tais 

como osmorregulação (Rohloff et al., 2003; Rohloff et al., 2004), crescimento (Pereira et al., 

2002) e resistência ao estresse (Pereira et al., 2003). Logo abaixo está descrito o metabolismo 

dos principais aminoácidos na biologia de Trypanosoma cruzi. 

 

 



 

a) Metabolismo do Glutamato  

O glutamato desempenha um papel crítico em tripanosomatídeos sendo um intermediário 

metabólico entre a prolina e o ácido tricarboxílico (Krassner e Flory, 1972; Ter Kuile e 

Opperdoes, 1992; Obungu et al., 1999; Lamour et al., 2005). Juntos com alanina e aspartato, o 

glutamato está diretamente envolvido na alimentação do ciclo de Krebs com intermediários 

(Silber et al., 2005). O grupo amino (–NH2) do glutamato pode ser tranferido ao piruvato por 

meio da enzima alanina aminotransferase (ALAT) e, até certo ponto, pela tirosina 

aminotransferase (TAT), gerando α-ketoglutarato e alanina. Outra via do qual o glutamato é 

convertido em α-ketoglutarato é por glutamato desidrogenase, uma enzima bem estudada, que 

apresenta duas isoformas: uma mitocondrial e a outra citoplasmática (Cazzulo et al., 1977; Juan 

et al., 1978; Cazzulo et al., 1979; Juan, Cazzulo e Segura, 1979; Juan, Segura e Cazzulo, 1979; 

Walter e Ebert, 1979; Carneiro e Caldas, 1983; Duschak e Cazzulo, 1991). Glutamato está 

envolvido na osmorregulação (Rohloff et al., 2004) e na metaciclogênese (Contreras et al., 

1985). 

b) Metabolismo do Aspartato 

O Aspartato também está envolvido no suprimento dos intermediários do ciclo de Krebs 

através da aspartato aminotransferase. Esta enzima, do qual apresenta características similares 

às enzimas dos mamíferos, transfere o grupo amino (–NH2) do aspartato a α-ketoglutarato, 

gerando glutamato e oxaloacetato (Cazzulo et al., 1977). O glutamato obtido como subproduto 

pode ser então processado via ciclo de Krebs. A aspartato aminotransferase pode também 

transaminar os três aminoácidos aromáticos e a alanina. Os grupos aceitadores são os piruvato 

(convertido em alanina), α-ketoglutarato (convertido em glutamato) e oxaloacetato (convertido 

em aspartato) (Montemartini et al., 1993; Montemartini et al., 1995), embora o seu principal 

papel é conversão do piruvato em alanina (Frydman et al., 1990). Como a TAT catalisa uma 

transaminação reversível entre aspartato ou alanina e aminoácidos aromáticos, parece ser uma 

enzima chave na biosíntese desses aminoácidos. Ambas as isoformas de glutamato 

desidrogenase também participam da biosíntese de aminoácidos pela sua habilidade de 

incorporar NH3 no α-ketoglutarato gerando glutamato (Caldas et al., 1980). O aspartato é um 

dos compostos que induz a diferenciação de epimastigotas para tripomatigotas metacíclicos 

(metaciclogênese), sendo transportado por ambas as formas do parasita. O transporte de 



 

aspartato compete apenas com o de glutamato, sugerindo que este sistema de transporte é 

específico para aminoácidos aniônicos (Canepa et al., 2005). 

c) Metabolismo da Glutamina 

Dentro do hospedeiro invertebrado L-glutamina juntamente com a L-prolina constituem as 

maiores fonte de carbono e energia para T. cruzi, do qual são abundantes na hemolinfa e nos 

fluídos teciduais do inseto vetor hematófago (Cannata e Cazzulo, 1984; Fairlamb e Opperdoes, 

1986). A glutamina pode ser sintetizada a partir do glutamato e NH3 na presença de glutamina 

sintetase (Caldas et al., 1980). Como esta reação é reversível, a glutamina pode ser oxidada pela 

via glutamato.  

d) Metabolismo da leucina e isoleucina 

Sabe-se que, a leucina e isoleucina, que são inibidores da prolina desidrogenase (ProDH), a 

primeira enzima do catabolismo da prolina, inibem a indução da metaciclogênese por este 

aminoácido em T. cruzi (Contreras et al., 1985; Homsy et al., 1989). A leucina e isoleucina são 

aminoácidos de cadeia ramificada. Nenhum gene que codifica as enzimas desta via, a 

aminotransferase (EC 2.6.1.42), a leucina desidrogenase (EC 2.6.1.6) ou a oxidase (EC 1.4.3.2), 

foi encontrado no genoma de T. cruzi. No entanto, foi descrito que a enzima tirosina 

aminotransferase de T. cruzi (EC 2.6.1.5) catalisa o primeiro passo da via de degradação da 

leucina e isoleucina (Nowicki et al., 2001).  Os dois passos seguintes são catalisados pela 

subunidade β da 2-oxoisovalerato desidrogenase (EC 1.2.4.4) (Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes: http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00280.html), gerando 3-

metilbutanoil-CoA no caso da leucina, e (S)-2-metilbutanoil-CoA no caso da isoleucina 

(http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00280.html).   

e) Metabolismo da prolina  

A prolina em particular, atua como um importante osmoprotetor, participando da resposta 

ao estresse osmótico quando o T. cruzi circula em diferentes ambientes como o tubo digestivo 

do inseto, o sangue do hospedeiro mamífero ou o citoplasma da célula hospedeira. Além desses 

processos, a prolina é um aminoácido importante no fornecimento de energia para a invasão das 

células do hospedeiro mamífero (Martins et al., 2009). Também foi mostrada a relevância da 

prolina, no sustento energético das formas intracelulares (Silber et al., 2009), na diferenciação 

celular de epimastigotas para tripomastigotas metacíclicos (Contreras et al., 1985; Homsy et al., 

1989) e de epimastigotas intracelulares para tripomastigotas, processo que acontece no 



 

citoplasma das células infectadas (Tonelli et al., 2004). Finalmente, foi mostrada também a sua 

participação nos mecanismos de resistência a diferentes tipos de estresse (Magdaleno et al., 

2009).  

O transporte de prolina em epimastigotas de T. cruzi, primeiro passo do seu metabolismo, 

ocorre por meio de dois sistemas ativos, sendo um deles dependente do gradiente de H+ da 

membrana plasmática e o outro dependente da hidrólise direta de ATP (Silber et al., 2002). Por 

outro lado, foi descrita também a presença de uma prolina racemase (Reina-San-Martin et al., 

2000) que foi posteriormente foi caracterizada (Chamond et al., 2003) e parece estar envolvida 

na metaciclogênese (Chamond et al., 2005), o que reforça o papel da prolina ou seus derivados 

metabólicos na diferenciação entre estágios em T. cruzi. Sabe-se ainda que, a leucina e 

isoleucina, que são inibidores da prolina desidrogenase (ProDH), a primeira enzima do 

catabolismo da prolina, inibem a indução da metaciclogênese por este aminoácido (Contreras et 

al., 1985; Homsy et al., 1989). 

Resultados recentes do nosso laboratório (ainda não publicados) mostraram que a prolina 

efetivamente é oxidada a glutamato através de duas enzimas que agem de forma seqüencial: 

uma prolina desidrogenase (ProDH) e uma ∆-pirrolina 5 carboxilato desidrogenase (P5CDH) 

(Figura 4). Nesse sentido, foi explorada a atividade tripanocida de análogos de prolina com 

especial ênfase naqueles com atividade inibitória do transporte desse aminoácido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática do metabolismo de L-prolina. O primeiro passo na degradação 
da prolina (PRO) é a sua conversão a pirrolina-5-carboxilato (P5C) pela prolina 
desidrogenase (PRODH). Em seguida, P5C pode ser convertida espontaneamente a glutamato 
semialdeído (GSA), o qual é reduzido de volta a prolina pela enzima pirrolina-5-redutase 
(P5CR) ou ainda ser convertida a glutamato pela pirrolina-5-desidrogenase (P5CDH). 
Posteriormente, o glutamato é desaminado gerando α-cetoglutarato pela glutamato 
desidrogenase. O α-cetoglutarato por sua vez, entra no ciclo de Krebs, e assim participa dos 
metabolismos energético e de aminoácidos. Alternativamente, a P5C-GSA pode ser convertida 
a ornitina pela ornitina aminotransferase (OAT) e participar das reações do ciclo da uréia. 
Fonte: Paes (2010). 

 
 
 
 
 
 
 



 

1.7 O acído L-tiazolidina-4-carboxílico ou tioprolina (T4C) 

 

T4C é um aminoácido derivado da cisteína e análogo em estrutura molecular à prolina, 

tendo em seu anel um enxofre no lugar de um carbono (Figura 5). O T4C foi preparado e 

descrito pela primeira vez por Schubert em 1936 e depois descrito independentemente por 

Clarke e Ratner em 1937 (Schubert, 1936; Ratner e Clarke, 1937). O método de síntese deste 

aminoácido consiste numa reação de condensação entre cisteína e formaldeído, do qual resulta o 

T4C (Schubert, 1936). De acordo com a literatura, o T4C pode atuar como agente oxidante 

intracelular e quelante de radicais livres (Weber et al., 1982). Está descrito que T4C, in vitro, 

melhora a atividade de enzimas antioxidantes (De La Fuente e Miquel, 2009) e in vivo, melhora 

diversas funções de células imunes, como por exemplo a função de macrófagos peritoniais de 

camundongos com fenótipo de senescência acelerada (Correa et al., 1999). Além disso, T4C 

mostrou atividade inibitória sobre o crescimento de bactérias Escherichia coli, demonstrando 

potencial para o tratamento de infecções do trato urinário (Unger e Demoss, 1966a; b). 

 

 

 

 

Figura 5. Representação estrutural de prolina e seu análogo T4C. 

 

 

1.7.1 Metabolismo de T4C 

 

Foi sugerido que T4C inibe o crescimento de Escherichia coli devido a sua interferência 

com o transporte de L-prolina substituindo-a no RNA transportador-prolil correspondente 

(Unger e Demoss, 1966a, b). Além disso, também foi sugerido que T4C pode inibir a síntese de 

prolina em E. coli, melhorando a incorporação deste análogo nas proteínas (Unger e Demoss, 

1966b). Quando bactérias E. coli são submetidas em um meio livre de prolina, elas são capazes 

de ativamente oxidar T4C, e o produto desta oxidação pode ser usado como fonte de carbono 

para síntese das bases nitrogenadas guanina e uracila (Unger e Demoss, 1966a). Em células 

hepáticas e renais de ratos, T4C é oxidado pela prolina oxidase mitocondrial, sendo hidrolisado 



 

a N-formilcisteína, e por úlimo em cisteína e ácido fórmico por enzimas citosólicas (Bohler et 

al., 1989). Da mesma forma, o T4C foi capaz de inibir a síntese de prolina em folhas murchas 

de vegetais que sintetizam e acumulam prolina rapidamente em condições de estresse hídrico 

(Elthon e Stewart, 1984). Essa inibição não teve nenhum efeito sobre a enzima ácido P5C 

redutase que converte P5C em prolina. Por outro, T4C não teve nenhuma influência sobre a 

incorporação de prolina em proteínas de plantas. Além disso, os autores demonstraram que as 

concentrações entre 0,2 e 1 mM de T4C inibiram a oxidação de prolina na mitocôndria isolada 

de cevada etiolada, esta inibição foi relacionada com a atividade da prolina desidrogenase e não 

com o transporte de prolina para a matriz mitocondrial (Elthon e Stewart, 1984). 

Todas essas informações sugerem que a atividade inibitória de T4C sobre o crescimento de 

T. cruzi poderia ser devido a qualquer um desses processos mencionados em que a prolina 

participa. Recentemente, Magdaleno et al. (2009), demostraram que T4C inibe 

competitivamente o transporte de prolina em T. cruzi, diminuindo o estoque de prolina 

intracelular, no entanto, a atividade da prolina desidrogenase e prolina racemase não foi inibida 

(Magdaleno et al., 2009). Além disso, T4C inibiu o crescimento de formas epimastigotas 

(CI50=0,88 mM) e interagiu sinergicamente com condições de estresse que o parasita sofre ao 

longo do seu ciclo de vida, tais como estresse térmico, nutricional e particularmente estresse 

oxidativo. Mais ainda, houve uma diminuição significativa no número de parasitas liberados no 

meio de cultura, quando culturas de células CHO-K1 infectadas por tripomastigotas foram 

tratadas com uma concentração de 10 mM de T4C. (Magdaleno et al., 2009).   

A partir dos dados de inibição do ciclo infectivo in vitro, e apesar das altas concentrações 

nas quais esse efeito foi evidenciado (10 mM), resolveu-se avaliar a atividade in vivo do T4C 

sob a hipótese de que na presença constante dos fatores de estresse mencionados acima, esse 

análogo iria ter um melhor desempenho do que nos experimentos in vitro. Esses dados em 

conjunto colocam o T4C como um possível terapêutico de interesse para o controle da infecção 

pelo T. cruzi. Com base nesses dados, no presente projeto propomos avaliar o efeito do T4C 

num modelo de infecção aguda experimental pelo T. cruzi. 

 

 

 

 



 

2 CONCLUSÕES 

 

� O tratamento de camundongos com dose única de 100 mg/Kg de T4C diminuiu 

significantemente o pico parasitêmico no 8º dia após a infecção. No entanto, as outras 

doses testadas (30, 50 ou 200 mg/Kg) ou até mesmo o tratamento prolongado (10 ou 40 

mg/Kg dia) não apresentaram nenhum efeito sobre a parasitemia.  

 

�  O tratamento prolongado de T4C (10 mg/Kg dia) aumentou a sobrevida de animais  

infectados (valor de p que consideramos significativo em relação ao controle, p=0,058), 

provavelmente devido ao seu efeito antioxidante, como relatado na literatura.  

 

�  O tratamento com T4C em dose única (200 mg/Kg) reduziu o peso corporal dos animais 

sem infecção. Além disso, houve redução de 20 e 40% da sobrevida de animais que 

receberam dose única ou prolongada, respectivamente. 

 

�  A análise histológica mostrou uma diminuição significante na carga parasitária apenas 

no intestino de animais tratados com T4C (dose única de 150 mg/Kg). A PCRq 

confirmou estes dados e também mostrou o mesmo efeito no intestino de animais 

tratados por período prolongado apenas com a dose menor (10 mg/Kg dia).  

 

� A expressão gênica das citocinas IFN-γ e IL-10, avaliadas por PCRq, não foram afetadas 

pelo tratamento com T4C, nos órgãos analisados (coração, intestino e baço).  Esses 

dados indicam o não envolvimento desta droga com essa via imunológica para controle 

da parasitemia sanguínea e tecidual e, portanto, reforçam a nossa hipótese inicial. 

 

� A redução na carga parasitária no intestino correlaciona positivamente com a diminuição 

de parasitas circulantes. No entanto, não há qualquer correlação com a sobrevida. Esses 

dados em conjunto, sugerem que T4C, em um determinado intervalo de doses 

(provavelmente devido ao efeito hormético) diminui direta ou indiretamente, a 

quantidade de parasitas disponíveis para a invasão tecidual (intestino). 
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