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RESUMO 

A toxoplasmose é uma doença causada por Toxoplasma gondii e pode causar 

comprometimento do sistema nervoso central. Os tratamentos convencionais geram 

diversos efeitos colaterais nos pacientes, como supressão de células na medula 

óssea, erupções cutâneas e implicações gastrointestinais. Por isso, é necessária a 

procura por novos compostos com ação contra T. gondii com menor efeito colateral. 

Os compostos derivados de naftoquinona demonstram ação antiproliferativa contra 

células de câncer mamário humano resistente a múltiplas drogas, Leishmania 

amazonensis e Plasmodium falciparum. Como esses compostos atuam aumentando 

a produção de espécies reativas de oxigênio que inibem o crescimento do T. gondii 

é possível que funcionem no controle desse protozoário. O objetivo desse trabalho 

foi verificar se LQB94, LQB150 ou LQB151, compostos derivados de naftoquinonas, 

interferem no desenvolvimento in vitro de T. gondii. Para isto, células da linhagem 

LLC-MK2 foram cultivadas na presença dos compostos em diferentes concentrações 

e a viabilidade celular avaliada. Para avaliação do desenvolvimento do parasito as 

células foram infectadas, tratadas com os compostos em diferentes concentrações e 

o crescimento de T. gondii avaliado por microscopia óptica. A conversão de 

taquizoítas a bradizoítas foi analisada pela marcação com a lectina de Dolichus 

biflorus conjugada a FITC e pela ultraestrutural do parasito em células hospedeiras 

tratadas com os compostos. Os compostos mostraram baixa toxicidade às células 

hospedeiras e diminuíram significativamente suas cargas parasitárias. A LQB151 

mostrou inibição do desenvolvimento do parasito após 24 e 48 horas utilizando 2,5 

µM. Todos os compostos foram capazes de converter taquizoítas a bradizoítas e 

induziram alterações ultraestruturais em suas membranas plasmáticas. Esses 

resultados demonstraram que os compostos derivados de naftoquinonas são 

potenciais quimioterápicos para tratamento de toxoplasmose justificando 

experimentos in vivo em camundondos infectados. 

 

Palavras-chave: Toxoplasmose, tratamento quimioterápico, derivado de 

naftoquinona.  
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ABSTRACT 

Toxoplasmosis is a disease caused by Toxoplasma gondii and it may cause 

impairment of the central nervous system. Conventional treatments produce side 

effects in many patients, such as suppression of bone marrow, skin rashes and 

Gastrointestinal implications. Therefore, there is a demand for new compounds with 

antiparasitic action against T. gondii with less collateral damage. Compounds derived 

from naphthoquinone demonstrated antiproliferative action against human breast 

cancer cells resistant to multiple drugs, Plasmodium falciparum and Leishmania 

amazonensis. Because these compounds act by enhancing the production of 

reactive oxygen species, that is a possibility that inhibit the growth of T. gondii. The 

aim of this work was to verify if LQB94, LQB150 or LQB151, derivatives from 

naphthoquinones, interfere with the in vitro development of T. gondii. For this, the cell 

line LLC-MK2 was cultured in the presence of the compounds at different 

concentrations and cell viability was assessed. For the evaluation of parasite 

development, infected cells were treated with compounds at different concentrations 

and parasite growth was evaluated by optical microscopy. The conversion of 

tachyzoite to bradyzoite was evaluated by labelling cells with Dolichus biflorus lectin 

conjugated to FITC and by ultrastructural analysis of the parasite in the host cells 

treated with the compounds. The compounds showed low toxicity to host cells and 

decreased significantly their parasitic loads. The LQB151 showed inhibition of 

parasite development at 24 and 48 hours with 2.5 µM. All compounds were able to 

convert to tachyzoites and bradyzoites and to induce ultrastructural changes in their 

plasma membranes. These results demonstrated that compounds derived from 

naphthoquinones are potential chemotherapeutic agents for the treatment of 

toxoplasmosis and justify experiments in vivo in infected mice. 

 

Keywords: Toxoplasmosis, chemotherapy, naphthoquinone derivative. 
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1. Introdução 

Toxoplasma gondii é um protozoário parasito pertencente ao filo Apicomplexa 

capaz de infectar animais endotérmicos, incluindo seres humanos e animais de 

importância econômica (TENTER et al., 2000). Acredita-se que a infecção por esse 

parasito atinja 30% da população mundial sendo a maioria assintomática (JONES et 

al., 2006). Infecções sintomáticas pelo T. gondii geralmente estão associadas à 

supressão do sistema imune do hospedeiro (ZUFFEREY et al., 1993; LUFT et al., 

1983; 1984; WONG et al., 1984; PORTER & SANDE, 1992; JONES et al., 1996; 

LEPORT et al., 1996). 

Alguns dos medicamentos disponíveis para controle da infecção do parasito 

incluem pirimetamina, sulfadiazina, clindamicina, atavaquane, trimetoprim-

sulfametaxazole (IACHERI et al., 2008). Esses medicamentos têm efeitos colaterais 

variando de brandos a graves, alguns impossibilitando o tratamento de gestantes e 

pacientes que sofrem da síndrome da imunodeficiência adquirida, devido à 

comprovada teratogenicidade e toxicidade, respectivamente (LUFT & REMINGTON, 

1992). 

O objetivo desse trabalho é de estudar derivados de naftoquinonas no controle 

da infecção in vitro por T. gondii, já que compostos desse grupo químico mostraram 

intensiva atividade contra parasitos como Plasmodium falciparum e Leishmania 

amazonensis (DA SILVA et al., 2009). Ademais, esses compostos inibem o 

crescimento de células da linhagem de leucemia humana K562, pois são bons 

indutores de espécies reativas de oxigênio (ROS) (NETTO et al., 2010). Como ROS 

controlam o desenvolvimento do T. gondii in vitro (MURRAY et al., 1985) nossa 

hipótese é que esse compostos irão controlar o crescimento desse parasito. 

 

2. Revisão da literatura 

2.1. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. 

O ciclo de vida de T. gondii é marcado por duas fases: sexual e assexual. A 

fase sexuada ocorre no intestino do hospedeiro definitivo, os felídeos, resultando na 

excreção de oocistos resistentes no ambiente (DUBEY et al., 1970; HUTCHISON et 

al., 1969; 1971; FRENKEL et al., 1970; OVERDULVE, 1970; SHEFFIELD, 1970) 

(Esquema 1.A). Esses oocistos ainda imaturos passam por processo de esporulação 

levando a formação de dois esporocistos cada qual contendo quatro esporozoítas 
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(FERGUSON et al. 1979) (Esquema 1.B). Animais de sangue quente podem se 

tornar infectados pela ingestão de oocistos presentes em água e alimentos 

contaminados (DUBEY, 1996; DUBEY et al., 1996; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003) 

(Esquema 1.C). Uma vez ingeridos, os esporozoítas contidos nesses oocistos são 

liberados pela ação de enzimas digestivas presentes no estômago e no intestino 

delgado, como consequência do processo digestivo o esporozoíta é liberado 

tornando-se capaz de infectar enterócitos ou células calceformes do epitélio 

intestinal e entrar na lâmina própria onde infectam uma gama de tipos celulares, 

exceto eritrócitos. Nestas células, essa forma se replica por endodiogenia e se 

diferencia em taquizoíta que tem replicação rápida e assexual (DUBEY et al. 1997; 

SPEER & DUBEY, 1998) (Esquema 1.C). Esse estágio assexuado é conhecido 

como o ciclo lítico, pois as células hospedeiras se rompem e novas são infectadas. 

Durante essa etapa, o parasito é capaz de se disseminar por todos os órgãos do 

organismo (GAZZINELLI et al,, 1992; WONG & REMINGTON, 1994) (Esquema 1.D). 

Finalmente, a pressão do sistema imunológico converte as formas de replicação 

rápida em formas de replicação lenta, os bradizoítas, que se localizam em cistos 

teciduais (GROSS & BOHNE, 1994; HUNTER & REMINGTON, 1994) (Esquema 

1.E). Esses cistos formam-se particularmente no músculo e no cérebro, e podem ser 

abrigados assintomaticamente para o resto da vida (JACOBS et al., 1960 apud 

FERGUSON, 2009; ISRAELSKI, 1989). Cistos teciduais também são outra via de 

infecção, felídeos e outros animais de sangue quente que ingerem cistos teciduais, 

presentes em carnes de mamíferos e aves, se tornam infectados (DUBEY & 

FRENKEL, 1972; 1976; DUBEY, 1996; 2001) (Esquema 1.F). Felídeos excretam 

oocistos após 3 a 10 dias da ingestão de bradizoítas e 14 dias ou mais após 

ingestão de taquizoítas ou oocistos (DUBEY & FRENKEL, 1976; DUBEY, 1996; 

FREYRE et al., 1989). No ciclo sexuado, cinco tipos de esquizontes 

morfologicamente distintos desenvolvem-se no intestino dos felídeos, após a 

ingestão de cistos teciduais, antes do processo de gametogênese começar e são 

denominados tipos A a E (DUBEY & FRENKEL, 1972). Os esquizontes tipo D 

replicam-se por meio de esquizogonia, seus núcleos sofrem duas ou mais divisões e 

não há divisão do citoplasma (FERGUSON et al., 1974; PIEKARSKI et al., 1971; 

SHEFFIELD, 1970). Após algumas divisões os núcleos originam células filhas, 

denominados merozoítas (SHEFFIELD, 1970). Os merozoítas saem do interior do 

esquizonte e provavelmente dão origem a gametas feminino e masculino 
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(PIEKARSLI et al., 1971). Os gametas femininos ou macrogametas são encontrados 

acima do núcleo das células epiteliais, próximos as microvilosidades do intestino 

delgado, e possuem estrutura esférica com um núcleo (FERGUSON et al., 1975). Os 

gametas masculinos ou microgametas possuem formato elipsóide a ovóide e 

possuem uma estrutura chamada de perforatorium na porção anterior e dois flagelos 

na porção posterior (DUBEY & FRENKEL, 1972). Os gametas masculinos são 

liberados no lúmen intestinal e fecundam os macrogametas que irão formar os 

oocistos. Com a ruptura das células epiteliais intestinais ocorre a liberação dos 

oocistos no lúmen do intestino (FERGUSON et al., 1975).  

 

 
Esquema 1.  Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (Modificado de FERGUSON, 2002). (A) 
Após 3 a 10 dias de ingestão de formas infectivas do parasito como cistos teciduais, por 
felídeos, os oocistos são produzidos pela fusão dos gamontes masculino e feminino no 
intestino, e os oocistos são liberados através das fezes; (B) a liberação dos oocistos permite 
sua esporulação no ambiente, dando origem a dois esporocistos, cada um possuindo quatro 
esporozoítas; (C) a ingestão de alimentos ou água contaminada com oocistos leva a 
liberação dos esporozítas no intestino e consequente invasão desse estágio às células 
epiteliais do intestino, os esporozoítas se dividem e se diferenciam em taquizoítas, essa 
forma é de replicação rápida; (D) tal forma é capaz de se disseminar para órgãos e tecidos 
onde o alcance das células do sistema imune é lento, podendo inclusive atravessar a 
barreira transplacentária de gestantes que sofreram infecção por T. gondii durante a 
gravidez ou reativação da fase aguda da infecção de T. gondii previamente adquirida; (E) 
cistos teciduais contendo bradizoítas, estágio de replicação lenta, são mantidos encistados 
por pressão do sistema imunológico na fase crônica da infecção; (F) cistos teciduais 
ingeridos através do consumo de carne crua pelo hospedeiro definitivo (felídeos) ou 
intermediário (mamíferos e aves), sofrem a ação de enzimas do trato gastrointestinal 

E 

F 

A 

B 

D 
C 
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levando a liberação de bradizoítas, que invadem as células epiteliais e replicam-se dentro 
destas de forma assexuada. 

 
2.2.  Comparação ultraestrutural de taquizoítas e b radizoítas  

O termo taquizoíta foi criado por FRENKEL (1973) para descrever o estágio 

de replicação rápida na maioria das células do hospedeiro intermediário e nas 

células não epiteliais do hospedeiro definitivo. Essa forma possui formato de lua 

crescente e aproximadamente 2-6µm de comprimento, em que a porção anterior 

corresponde ao conóide e a porção posterior corresponde à região basal 

arredondada. Ultraestruturalmente, o taquizoíta consiste de várias organelas e 

corpos de inclusão incluindo a película externa, anéis apicais, anéis polares, 

conóide, roptrias, micronemas, microporos, retículo endoplasmático liso e rugoso, 

mitocôndria, microtúbulos subpeliculares, complexo de Golgi, grânulos densos, 

grânulos de amilopectina (raros, podem ser ausentes), organela de quadrupla 

membrana tipo plastídeo (apicoplasto) e o núcleo situado na porção central da célula 

(DE SOUZA & CHAGAS, 1972 apud DUBEY et al., 1998; KÖHLER et al., 1997; 

VIVIER & PETITPREZ, 1972 apud DUBEY et al., 1998; DE SOUZA & SOUTO-

PADRÓN, 1978 apud DUBEY et al., 1998; DE MELO & DE SOUZA, 1997).  

A película externa do taquizoíta consiste em três membranas, o plasmalema e 

duas membranas internas intimamente fechadas formadas por vesículas achatadas 

denominadas de complexo de membrana interna (PORCHET-HENNERE et al., 1985 

apud DUBEY et al., 1998). A membrana interna é descontínua a ponta anterior 

alcançando apenas parte da estrutura cilíndrica, o conóide, o qual é formado por 

seis a oito elementos de microtúbulos organizados em forma de mola comprimida. O 

anel polar 1 é uma estrutura espessa localizada lateralmente na extremidade do 

complexo de membranas internas. O anel polar 2 é a estrutura de onde saem vinte e 

dois microtúbulos subpeliculares que passam longitudinalmente ao longo de todo 

comprimento da célula. Na porção anterior encontram-se organelas claviformes, 

denominadas roptrias, e organelas com estrutura de bastonete, denominadas 

micronemas (Esquema 2). Os grânulos densos ocupam praticamente todo o corpo 

celular (DE SOUZA & CHAGAS, 1972 apud DUBEY et al., 1998; VIVIER & 

PETITPREZ, 1972 apud DUBEY et al., 1998; DE SOUZA & SOUTO-PADRÓN, 1978 

apud DUBEY et al., 1998; DE MELO & DE SOUZA, 1997;).  

O termo bradizoíta também foi criado por FRENKEL (1973) para designar as 

formas de replicação lenta. Os bradizoítas estão contidos em cistos teciduais, cujas 
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estruturas possuem variação de diâmetro de acordo com a cepa de T. gondii, tempo 

de formação e tipo celular o qual está localizado (DUBEY et al., 1998). Os cistos 

teciduais são formados por componentes do hospedeiro e do parasito (FERGUSON 

& HUTCHISON, 1987 apud DUBEY et al., 1998). A parede do cisto é rica em quitina, 

glicoproteínas e glicolipídeos (BOOTHROYD et al., 1997). Uma glicoproteína 

denominada CST1 contida na parede de cistos teciduais é reconhecida pela lectina 

de Dolichus biflorus (ZHANG et al., 2001). Outra possível forma de detecção de 

cistos teciduais é através de microscopia de contraste de fase no qual o cisto 

aparece refringente (DZIERSZINSKI et al., 2004). Bradizoítas são estruturalmente 

parecidos com os taquizoítas, com algumas características excepcionais como a 

posição do núcleo na região posterior, roptrias mais elétron-densas e 

frequentemente enroladas sobre si próprias, poucos grânulos densos, numerosos 

grânulos contendo amilopectina e ausência de corpos lipídicos (DUBEY et al., 1998). 

 
Esquema 2.  Comparação ultraestrutural entre os estágios taquizoíta e bradizoíta de 
Toxoplasma gondii (modificado de DUBEY et al., 1998). 

 

2.3. Entrada e estabelecimento do parasita na célul a hospedeira  

Os eventos de entrada e de formação do vacúolo parasitóforo envolvem a 

atuação dos três tipos de organelas secretórias descritas para T. gondii como 

micronema, roptria e grânulos densos (CARRUTHERS & SIBLEY, 1997).  

Embora T. gondii não possua estruturas de locomoção como flagelos, a 

invasão das células hospedeiras ocorre por penetração ativa através da mobilidade 

direcional chamada de gliding (KING, 1988). Esse processo consiste no 
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deslizamento do parasito sobre a membrana da célula hospedeira através da 

secreção cálcio dependente de proteínas tipo adesinas, denominadas proteínas do 

micronema (CARRUTHERS et al., 1999; 2000; SOLDATI et al., 2001). Essas 

proteínas adesivas conectam-se com receptores na célula hospedeira, e através do 

trabalho direcionado do sistema actina-miosina do parasito acoplado a esse 

reconhecimento da superfície da célula hospedeira leva a interiorização do parasito 

(SOLDATI et al., 2001). A dinâmica do movimento consiste de reconhecimento da 

célula hospedeira, atuação do sistema actina-miosina do parasito e desacoplamento 

através da liberação das proteínas ancoradas a glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) na 

célula hospedeira (SIBLEY et al., 1985; MORISAKI et al., 1995; SUSS-TOBY et al., 

1996; SOLDATI et al., 2001; SIBLEY, 2003). 

Durante o processo de entrada na célula hospedeira, o parasito é comprimido 

através de uma constrição na membrana plasmática denominada de junção móvel 

(KING, 1988). Esse conjunto exclui as proteínas da membrana plasmática da célula 

hospedeira, formando um vacúolo parasitóforo com composição proteica diferente e 

única (MORDUE et al., 1999). Esses vacúolos são formados por lipídeos neutros 

provenientes da célula hospedeira e por lipídeos e proteínas secretadas pelos 

parasitos (MORDUE et al., 1999; HÄKANSON et al., 2001; CHARRON & SIBLEY, 

2002). 

Uma hora após interiorização, segue-se a secreção de proteínas provenientes 

das róptrias e dos grânulos densos que alteram a composição da membrana do 

vacúolo parasitóforo (MVP) acrescentando proteínas e lipídeos (BECKERS et al., 

1994; CESBRON-DELAUW, 1994; SINAI & JOINER, 2001; BRADLEY et al., 2004). 

As proteínas secretadas pelo bulbo das róptrias são chamadas de ROPs 

responsáveis por manter mitocôndrias do hospedeiro próximas ao vacúolo 

parasitóforo (SINAI et al., 1997; SINAI & JOINER, 2001); modular o crescimento e a 

virulência (EL HAJJ et al., 2007); impedir a conexão com as vias de 

endocitose/exocitose através da alteração da sinalização da célula hospedeira, não 

permitindo, dessa forma, a fusão com os lisossomos, cujo mecanismo levaria a 

destruição do parasito (SIBLEY et al., 1985; SAEIJ et al., 2007; PAWLOWSKI et al., 

2011).  

Os grânulos densos secretam proteínas denominadas GRA (CHARIF et al., 

1990; LERICHE & DUBREMETZ, 1991). Proteínas GRA podem estar localizadas no 

vacúolo parasitóforo de forma solúvel ou transmembrana associada ou a 
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membranas de vesículas tubulares do retículo endoplasmático do parasito no 

espaço intervacuolar ou a MVP (DUBREMETZ et al., 1993; CESBRON-DELAUW, 

1994; SIBLEY et al. 1995). O complexo de vesículas tubulares é estabelecido após a 

formação do vacúolo parasitóforo e persiste durante o desenvolvimento do parasito 

dentro vacúolo (SIBLEY et al., 1995). Algumas proteínas GRA podem se localizar 

tanto no lúmen do vacúolo quanto associados ao complexo de vesículas tubulares, 

como a GRA1; outras somente associadas de forma transmembrana à trama de 

vesículas tubulares, como a GRA2; e outras de forma transmembrana na MVP, 

como GRA3 e GRA5 (ACHBAROU et al., 1991; LECORDIER et al., 1993; OSSORIO 

et al., 1994). A continuidade estabelecida entre a MVP e o complexo de vesículas 

tubulares permite a difusão de componentes citoplásmicos ao longo do comprimento 

do túbulo (SCHWAB et al., 1994). Proteínas GRA são responsáveis por formar poros 

pelos quais passam os nutrientes das células hospedeiras, como íons, ATP, 

carboidratos, aminoácidos (SCHWAB et al., 1994; SIBLEY et al., 1995). 

2.4. Linhagens clonais de cepas de Toxoplasma gondii 

Existem três tipos de linhagens clonais (tipo I, II, e III) na Europa e na América 

do Norte que diferem geneticamente por 1 % ou menos (HOWE & SIBLEY, 1995; 

GRIGG et al., 2001; SU et al., 2003). No Brasil, essas linhagens clonais são 

raramente encontradas, porém outros tipos recombinantes foram descobertos e 

designados como BrI, BrII, BrIII e BrIV. Sendo a BrI caracterizada como a mais 

virulenta, BrII e BrIV são levemente virulentos e BrIII foram consideradas não 

virulentos (PENA et al., 2008). Análises das populações clonais de T. gondii 

sugerem que através da recombinação de quatro conjuntos de genes ancestrais 

produziram as progênies recombinantes, as quais são selecionadas pela resposta 

dos hospedeiros (HOWE & SIBLEY, 1995; GRIGG et al., 2001; KHAN et al., 2007; 

SIBLEY & AJIOKA, 2008). Como resultado dessa seleção, existem somente dois 

tipos de alelos para a maioria dos genes da maior parte das cepas (AJZENBERG et 

al., 2004). As cepas mais extensamente caracterizadas são as cepas do tipo I, como 

RH e GT-1; do tipo II, como ME-49 e seus derivados PDS, PLK, PTg; e do tipo III, 

como CEP e VEG (SAEIJ et al., 2005). 

A virulência das cepas é normalmente definida pelo valor de LD50, referente à 

metade da dose (quantidade de parasitos) que mata camundongo (hospedeiro) 

(SAEIJ et al., 2005). A dose letal de parasitos da cepa tipo I é um único parasito 

enquanto o valor da LD50 de cepas do tipo II e III é em torno de 103 a 105 parasitos, 
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respectivamente (SIBLEY & BOOTHROYD, 1992). Cepas do tipo I são 

caracterizadas como mais virulentas devido à capacidade de cruzar barreiras 

biológicas com maior facilidade in vitro e in vivo (BARRAGAN & SIBLEY, 2002; 

BARRAGAN & SIBLEY, 2003); possuem alta taxa de crescimento associadas à alta 

taxa de re-invasão, uma vez que são infecciosamente viáveis por mais tempo fora 

da célula hospedeira que os outros tipos de cepas. Além disso, cepas do tipo I são 

capazes de atrair mais neutrófilos para o sítio de infecção o que favorece sua 

disseminação e crescimento no hospedeiro (BLISS et al., 2001).  

A capacidade desses parasitos em sobreviver dentro de células do sistema 

imunológico é outro fator determinante para sua virulência (MORDUE et al., 2003). 

Por exemplo, as cepas do tipo I são capazes de inibir a translocação do fator de 

transcrição conhecido como fator nuclear kappa B associado à resposta inflamatória 

para o núcleo, dessa maneira é capaz de inibir a ativação dos mecanismos 

microbicidas das células hospedeiras após ativação do sistema imunológico 

(DOBBIN et al., 2002). 

2.5. Manipulação dos mecanismos microbicidas efetor es por 

Toxoplasma gondii pelas cepas virulentas e avirulentas. 

O controle do T. gondii pelo hospedeiro é dependente de mecanismos 

acionados pela reposta de citocinas inflamatórias, como interleucina 12 (IL-12), 

produzidas por células do sistema imunológico através do reconhecimento de 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) por receptores Toll-like 

(TLR) (GAZZINELLI et al., 1994; YAROVINSKY et al., 2005; 2006). A IL-12 por sua 

vez atua, principalmente, sobre células NK e células T induzindo a secreção da 

citocina pró-inflamatória interferon-γ (IFN-γ) (GAZINELLE et al., 1993). O IFN-γ 

aciona algumas funções microbicidas em camundongos contra T. gondii, como a 

ativação de GTPases reguladas por IFN-γ (IRGs) (ZHAO et al., 2009), a indução de 

intermediários de nitrogênio e de oxigênio (SCHARTON-KERSTEN et al., 1997), 

degradação de triptofano em células humanas (PFEFFERKORN, 1984) e autofagia 

(ANDRADE et al., 2006; LING et al., 2006). 

Entretanto, T. gondii é capaz de controlar esses mecanismos efetores e, 

dependendo do grau de virulência da cepa que está associado ao conjunto de genes 

de virulência, o protozoário será mais ou menos resistentes a esses fatores (BLISS 

et al., 1999; ROBBEN et al., 2004). Cepas do tipo I são capazes de inibir a 

acumulação de IRG de camundongos ao redor de vacúolo parasitóforo 



9 
 

 
 

(STEINFELDT et al., 2010; PAWLOWSKI et al., 2011). As IRGs são da família de 

dinaminas e atuam nos vacúolos contendo os parasitos (HUNN et al., 2010). 

Algumas IRGs estão associadas a MVP permitindo o rompimento do vacúolo 

parasitóforo e liberando os parasitas no citoplasma (FENTRESS et al., 2010; 

STEINFELDT et al., 2010). A fusão dessas duas membranas mata o parasito 

(SIBLEY et al., 1985). As cepas do tipo I e II são capazes de expressar em maior 

quantidade a ROP18, pertencente à família de quinases ROP2 (FENTRESS et al., 

2010; STEINFELDT et al., 2010). A ROP18 é capaz de fosforilar o sítio de ligação do 

nucleotídeo das IRGs, prevenindo sua acumulação na MVP, evitando assim a fusão 

do lisossomo (FENTRESS et al., 2010; STEINFELDT et al., 2010).  

A ROP5 representa um conjunto de quinases polimórficas associadas à 

virulência de T. gondii de camundongos ao redor do vacúolo parasitóforo (REESE et 

al., 2011). Cepas do tipo I e III expressam ROP5 (SAEIJ et al., 2006; REESE et al., 

2011). Cepas do tipo I nas quais genes polimórficos que expressam ROP5 foram 

removidos tornam-se avirulentos, pois 106 parasitos não são suficientes para matar 

nenhum camundongo (BEHNKE et al., 2011). A ROP5 contribui como um fator de 

virulência em cepas que não expressam ROP18, sugerindo um modo de ação 

independente entre essas enzimas (SAEIJ et al., 2006). Contudo a função da ROP5 

ainda não foi elucidada, acredita-se que ela esteja associada à formação do vacúolo 

parasitóforo no lado citosólico da MVP (EL HAJJ et al., 2007).  

A ROP16 é capaz de alterar a transcrição de células de fibroblasto de 

prepúcio humano ou macrófagos murinos infectados com cepas do tipo II e III 

(SAEIJ et al., 2007; JENSEN et al., 2011). Macrófagos ativados com 

lipopolissacarídeo (LPS) e infectados com T. gondii da cepa tipo II que expressam 

ROP16 de cepas do tipo I e III, inibem a resposta induzida por IL-12 como 

consequência da inibição da atividade transcripcional do fator nuclear kappa B 

(SAEIJ et al. 2007; ROSOWSKI et al., 2011). Acredita-se que esta inibição é 

resultado da fosforilação do “transdutor de sinal e ativador de transcrição” (STAT) 3 

e STAT6 que aciona a ativação da via alternativa de macrófagos, uma importante via 

de inibição da resposta pró-inflamatória (JENSEN et al., 2011). A ROP16 de cepas 

do tipo I e III é capaz de fosforilar tanto STAT3 quanto STAT6 in vitro e a das cepas 

do tipo II não é capaz de fosforilar STAT3 (YAMAMOTO et al., 2009; ONG et al., 

2010).  
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2.6. Fatores determinantes na conversão de Taquizoí ta a Bradizoíta 

Cistos teciduais contendo bradizoítas de T. gondii podem ser detectados em 

camundongos seis a sete dias após a ingestão de cistos teciduais e podem persistir 

ao longo da vida do hospedeiro (DUBEY, 1997). O crescimento do parasito está 

intimamente interligado com os estágios de conversão, pois a transformação gradual 

de desenvolvimento rápido para lento no ciclo celular do taquizoíta leva a entrada do 

programa de diferenciação a bradizoíta (RADKE & WHITE, 1998). A população de 

parasitos em processo de conversão está, em sua maioria, no estágio tardio do ciclo 

celular S/G2, diferentemente dos taquizoítas em que o estágio G2 é praticamente 

ausente (JEROME et al., 1998; RADKE & WHITE, 1998). Uma vez diferenciados em 

bradizoítas, os parasitos completam a entrada no estado quiescente G0 (RADKE & 

WHITE, 1998). Os fatores que levam a indução da conversão podem ser estresse 

exógeno ou espontâneo (BOHNE et al., 1994).  

Os fatores in vitro externos conhecidos são pH alcalino entre 8 - 8,2 nas 

células hospedeiras ou nos parasitos sozinhos, antes de infectarem as células 

hospedeiras, e choque térmico (43°C) das células ho spedeiras anteriormente a 

invasão de parasitos e adicionalmente após a infecção por 12-48 horas (SOETE et 

al., 1994; WEISS et al., 1995; SOETE & DUBREMETZ, 1996; RADKE & WHITE, 

1998). Outro fator ligado à diminuição do crescimento e conversão a bradizoítas é a 

depleção do aminoácido arginina, o qual o parasito capta das células hospedeiras; a 

inibição da biossíntese de pirimidina juntamente com a inibição da via de captação 

desse componente através da célula; longos períodos (12 horas) fora da célula 

hospedeira e o sistema imunológico do hopedeiro (BOHNE & ROSS, 1997; 

YAHIAOUI et al., 1999; APPELBERG, 2006). O motivo pelo qual o sistema 

imunológico é responsável por induzir diminuição do crescimento do parasito e, 

portanto, induzir o processo de conversão de taquizoíta a bradizoíta, está justamente 

na depleção de nutrientes durante o processo de infecção in vivo (APPELBERG, 

2006). 

A resposta imune mediada por células leva ao processo de conversão de 

parasitos tanto in vivo quanto em culturas de macrófagos murinos devido à produção 

da citocina IFN-γ (SUZUKI et al., 1989; BOHNE et al., 1993). No entanto, IFN-γ não é 

capaz de aumentar a conversão do parasito em outros tipos de células como 

astrócitos murinos, células neuronais de ratos e fibroblastos de prepúcio humano 

(JONES et al., 1986 apud SKARIAH et al., 2010; LUDER et al., 1999). O principal 
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motivo para esse fenômeno é que essas células não são estimuladas a produzir 

óxido nítrico (NO) por IFN-γ (BOHNE et al., 1994; LUDER et al., 2003; IBRAHIM et 

al., 2009). NO é capaz de reduzir o crescimento dos parasitos e promover o 

processo de conversão (BOHNE et al., 1994; LUDER et al., 2003; IBRAHIM et al., 

2009). NO danifica enzimas da cadeia respiratória contendo centros ferro-sulfuroso, 

sugerindo que as ações promotoras dessa molécula para conversão de taquizoíta a 

bradizoíta estão envolvidas com a danificação das mitocôndrias das células 

hospedeiras e/ou parasitos, promovendo depleção de nutrientes e energia (DE 

GROOTE et al., 1995; FANG, 2004). 

A resposta imune mediada por células, produtoras de IFN-γ, também é 

requerida para prevenir a reativação patológica da infecção, ou seja, quando 

bradizoítas convertem-se em taquizoítas, processo comum em indivíduos 

imunisuprimidos (SUZUKI et al., 1989). A supressão de linfócitos T CD4+ e CD8+ 

possibilita a reativação de bradizoítas durante a infecção crônica (GAZZINELLI et al., 

1992). Isso indica que IFN-γ pode agir em algumas células hospedeiras 

estabilizando os cistos no estado G0, prevenindo a reativação durante a infecção 

crônica e eliminando os taquizóitas que possam emergir (JONES et al., 1986 apud 

SKARIAH et al., 2010). 

2.7. Espécies reativas de oxigênio 

ROS são moléculas derivadas de oxigênio que contém um ou mais par de 

elétrons desemparelhados, tais como ânion superóxido (O2
•-) e radical hidroxila 

(ILAN et al., 1976 apud CADENAS, 1989). O O2
•- é produzido pela redução de um 

elétron do oxigênio molecular (O2) e é considerado ROS primário pela sua 

capacidade de gerar ROS secundários (VALKO et al., 2005) (Esquema 3A). O2
•- 

pode agir como fator redutor quando interage com outras moléculas, como enzimas 

e substâncias antioxidantes, e produz como subproduto peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (MCCORD & FRIDOVICH, 1969; VALKO et al., 2005) (Esquema 3B). O H2O2 

pode ser convertido a O2 e água por enzimas presentes nos peroxissomos, como a 

catalase (CAT), ou pode sofrer reação de Haber-Weiss ao interagir com O2
•- 

produzindo radical hidroxila, cujo poder oxidante supera os demais ROS (LIOCHEV 

& FRIDOVICH, 1994; VALKO et al., 2004) (Esquema 3C). Radical hidroxila também 

pode ser de formados pela ração de Fenton a partir da interação de H2O2 e íons 

metálicos livres (LEONARD et al., 2004; VALKO et al., 2005) (Esquema 3D).  
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Esquema 3.  Geração de espécies reativas de oxigênio - ciclo redox. A) Redução do 
oxigênio molecular (O2) por um elétron leva produção de ânion superóxido (O2

•-); B) 
Oxidação de molécula alvo (YH) pelo O2

•- e produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e 
molécula alvo oxidada (Y•); C) Reação Haber-Weiss ocorre quando há um excesso de O2

•-  e 
H2O2 levando a produção de radicais hidroxila (•OH); D) Reação de Fenton ocorre através 
da oxidação de íons de metais de transição (Mn+) como cobre, ferro, titânio e cobalto, pelo 
H2O2 levando a produção de •OH.  

 

Algumas das vias de redução do O2 ao O2
•- ocorrem por meio da ação de 

enzimas como NADPH citocromo P450 redutase, DT- diaforase (quinona 

oxiredutase), xantina oxidase/xantina desidrogenase e citocromo b5 redutase, 

sozinhos ou combinados (VENDITTI et al, 1998; ZANGAR et al., 2004;). 

O O2
•- é produzido pela redução do O2 por um elétron obtido de eletrófilos 

como, por exemplo, compostos quinoídicos (BOLTON et al., 2000). Esses 

compostos são reduzidos a radicais (Q-) semiquinonas por um elétron pela reação 

enzimática de flavoproteínas, como a NADPH citocromo P450 oxidase, ou a 

hidroquinonas pela NADPH quinona oxirredutase (BOLTON et al., 2000). Enzimas 

como a NADPH quinona oxidase realizam a transferência de dois elétrons de 

quinonas convertendo-as a hidroquinonas, subproduto da reação que será 

posteriormente eliminado (BOLTON et al., 2000; PINK et al., 2000; CHEN & HU, 

2009). O radical semiquinona, por sua vez, transfere um elétron ao O2 reduzindo-o, 

esse processo é denominado ciclo redox (BOLTON et al; 2000) (Esquema 4). A 

partir do O2
• - pode ocorrer a produção de H2O2 pela ação da superóxido dismutase 

(SOD). 

Células do sistema fagocítico são capazes de produzir ROS em resposta ao 

reconhecimento de microorganismos por meio de NADPH oxidases levando ao 

controle de patógenos (AUTEN et al., 2002; YAO et al., 2008). A NADPH oxidase de 

fagócitos ativados é um complexo formado por múltiplas subunidades associadas ao 

complexo transmembrana do citocromo b558 (gp91phox e p22phox), cujo sítio de ligação 

A) O2 + 1e- + H+ � HO2• � H+ + O2
-• 

 
B) YH + O2

-• + H+ � Y• + H2O2 
 

C) O2
-• + H2O � OH- + •OH + O2 

 
D) Mn+ (=Cu+, Fe2+, Ti3+, Co2+) + H2O2 � M(n+1) (= Cu2+. 

Fe3+, Ti4+, Co2+) + •OH + OH- 
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interage com NADPH e FAD. Esse complexo possui também dois centros heme que 

são críticos para o transporte de elétrons a partir de NADPH para O2 para gerar O2
• -. 

A glicoproteína gp91phox associa-se a outra subunidade, p22phox, a qual se torna 

ativada após fosforilação e, consequente, recrutamento de outras três proteínas 

reguladoras citosólicas, como p47phox, p67phox e p40phox, e uma GTPase, a 

Rac1, para formar o complexo funcional NADPH oxidase associado a membrana 

plasmática, ou ao fagossomo, ou à membrana de grânulos de fagócitos 

polimorfonucleares (LAMBETH, 2004; BEDARD & KRAUSE, 2007). O processo de 

montagem permite que as subunidades do complexo sejam recrutadas quando há 

uma ativação dos fagócitos em resposta a uma infecção microbiana (LAMBETH, 

2004; BEDARD & KRAUSE, 2007). Entretanto, a infecção por T. gondii possui 

capacidade de inibir a produção de ROS em macrófagos ativados (WILSON et al., 

1980). Ao contrário, a produção de ROS é ativa em macrófagos ativados infectados 

com a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi, no entanto, os vacúolos contendo 

taquizoítas de T. gondii não possuem atividade da NADPH oxidase (CARVALHO & 

DE SOUZA, 1989). Além disso, T. gondii possui enzimas antioxidantes como 

piroxiredoxina, CAT e superóxido dismutase (SOD) (ODBERG-FERRAGUT et al., 

2000; SON et al., 2001; KWOK et al., 2004). 

A implicação da produção de ROS na célula pode levar aos danos nas bases 

do DNA pela remoção de átomos de hidrogênio, podem alterar os centros de 

carbono das moléculas de lipídeo, formando radical peroxil, e podem oxidar 

proteínas (AUTEN et al., 2002; DALLE-DONNE et al., 2003). O fator determinante 

para que a produção de ROS possa induzir seus efeitos microbicidas, e 

possivelmente levar a célula ao estágio de morte celular programada, dependerá da 

quantidade relativa de ROS comparada à quantidade de moléculas antioxidantes 

que existem nas células e parasitos, como α-tocoferol, vitamina C, enzimas SOD, 

CAT, glutationa redutase e glutationa peroxidase (ORRENIUS, 1985). Se a produção 

de ROS exceder a capacidade dos efeitos protetores derivados dos antioxidantes, 

as células entram em morte celular programada (ORRENIUS, 1985; VALKO et al., 

2005). De fato, o estresse oxidativo pode causar mais danos a alguns 

microrganismos do que as células hospedeiras (MOLINA et al., 1996). 
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Esquema 4.  Ciclo redox induzido por quinonas (retirado de DA SILVA et al., 2003). Os 
compostos quinoídicos são reduzidos a radicais (Q-) semiquinonas por um elétron pela 
reação enzimática de flavoproteínas, como a NADPH citocromo P450 oxidase, ou a 
hidroquinonas pela NADPH quinona oxirredutase. O radical semiquinona, por sua vez, 
transfere um elétron ao oxigênio molecular (O2) reduzindo-o a ânion superóxido (O2

•-). A 
partir do O2

•- pode ocorrer a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) pela ação da 
superóxido dismutase (SOD). 
 

2.8. Toxoplasmose  

A toxoplasmose é uma doença causada pela infecção do T. gondii, podendo 

levar a abortos, má formação fetal, distúrbios de visão em hospedeiros 

imunocompetentes e encefalite toxoplásmica em imunocomprometidos (MONTOYA 

& LIESENFELD, 2004). Esse parasito acomete aproximadamente 30% da população 

mundial, a maioria sem sintomas clínicos (JONES et al., 2006). A infecção pelo 

parasito pode ser adquirida oralmente por consumo de carne crua ou mal cozida que 

possua cistos teciduais ou por ingestão de água contaminada ou alimentos contendo 

oocistos (DESMONTS et al., 1965; KEAN et al., 1969; SABIN & OLITSKY, 1937; DE 

MOURA et al., 2006). Além disso, outra forma é por transmissão congênita que 

ocorre quando a mãe se torna infectada durante a gravidez ou quando ocorre 

reativação de uma infecção latente adquirida antes da concepção (VOGEL et 

al.,1996; REMINGTON et al., 2006). Os taquizoítas circundantes cruzam a barreira 

transplacentária causando a infecção vertical (AMBROISE-THOMAS & PELLOUX, 

1993). Infecção congênita pode levar a variedade de manifestações no feto ou na 

criança, como abortos espontâneos e partos prematuros; quando a criança 

sobrevive pode apresentar sinais clássicos de toxoplasmose, como hidrocefalite ou 

microcefalite, calcificações cerebrais ou corioretinite (MCAULEY et al., 1994; 
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REMINGTON et al., 2006). Mesmo uma criança que nasça aparentemente normal, 

pode desenvolver toxoplasmose ocular ou mesmo sintomas envolvendo o sistema 

nervoso central em estágios tardios da vida (MCAULEY et al., 1994; REMINGTON et 

al., 2006). 

Indivíduos infectados após o nascimento são geralmente assintomáticos 

(MONTOYA & LIESENFELD, 2004; REMINGTON et al., 2006). Uma vez infectados, 

humanos permanecem com o parasito durante toda a vida. Pequena parcela de 

pessoas saudáveis infectadas com T. gondii depois do nascimento desenvolve 

sintomas leves, que incluem febre, mal-estar e linfadenopatia (MCCABE et al., 1987; 

MONTOYA & LISENFIELD, 2004; REMINGTON et al., 1974). Em casos raros, 

humanos previamente saudáveis podem desenvolver a doença grave e até mesmo 

fatal, incluindo comprometimento pulmonar e visceral ou coriorretinite toxoplásmica, 

possivelmente pelos tipos de cepas mais virulentas (CARME et al., 2002; HOLLAND, 

2003; DEMAR et al., 2007). 

Indivíduos infectados com HIV e soropositivo para T. gondii podem desenvolver 

toxoplasmose cerebral (ZUFFEREY et al., 1993). Isso se deve a reativação de cistos 

teciduais latentes quando os pacientes tornam-se severamente imunossuprimidos, 

com a taxa de risco ocorrendo quando a contagem de linfócitos T- CD4+ cai abaixo 

de 50 células por mililitro de sangue (LUFT et al., 1983, 1984; WONG et al., 1984; 

PORTER & SANDE, 1992; JONES et al., 1996; LEPORT et al., 1996). As 

apresentações clínicas incluem encefalite focal, dor de cabeça, confusão, fraqueza 

motora, febre e se não tratados pode levar a convulsões, letargia, coma e até morte 

(LUFT et al., 1983, 1984; WONG et al., 1984). 

2.9. Tratamento quimioterápico 

Toxoplasmose aguda normalmente é tratada com combinação de pirimetamina e 

sulfadiazina junto com ácido folínico (LEPORT et al., 1988; MONTOYA & 

LIESENFELD., 2004; LEPORT et al., 1996). A pirimetamina atua inibindo a 

biossíntese de DNA por impedir a conversão de ácido fólico em ácido folínico pela 

enzima diidrofolato-desidrogenase (FERONE et al., 1969). A sulfadiazina é inibidor 

competitivo do ácido paraminobenzóico (PABA), também utilizado na biossíntese de 

ácido folínico (EYLES & COLEMAN, 1955). 

IACHERI et al. (2008) estudaram as implicações colaterais do tratamento de 

diversas drogas com atividade anti-toxoplásmica em pacientes diagnosticados com 

coriorretinite toxoplásmica ativa, essas drogas incluíam clindamicina, sulfadiazina, 
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pirimetamina, trimetoprim-sulfametaxazole e atavaquane. Os efeitos colaterais em 

questão foram erupções cutâneas, diarréia, irritação estomacal, hemorragia, dores 

de cabeça, edema facial e leucocitopenia. Os pacientes tratados com clindamicina 

apresentaram erupções cutâneas (12%), diarréia (10%), irritação estomacal (6%) e 

hemorragia (2%); com pirimetamina apresentaram leucocitopenia (3%), irritação 

estomacal (9,1%) e dor de cabeça (3%); com sulfonamidas 22,5% dos pacientes 

sofreram com erupção cutânea; com trimetoprim-sulfametaxazole 12,5% 

apresentaram diarréia; com ataquavane 20% apresentaram diarréia e 10% edema 

facial. 

Para tratamento de casos confirmados de toxoplasmose congênita de recém-

nascidos, o protocolo de trabalho do grupo francês (SWEETMAN et al., 2007) 

recomenda tratamento com pirimetamina (1mg/Kg/dia), suldiazina (100mg/Kg/dia) e 

ácido folínico (50mg/semana) durante dois meses, com monitoramento através de 

hemograma completo. Se o tratamento for bem tolerado, deve-se prescrever por 

mais 10 meses uma fórmula combinada de pirimetamina (1,25mg/Kg) e sulfadoxina 

(25mg/kg) e administração de acido folínico (50mg/semana). O tratamento da 

toxoplasmose congênita requer uma associação de pirimetamina e de sulfadiazina, 

dois medicamentos raramente prescritos na neonatologia devido à alta toxicidade 

que deve ser rigidamente monitorada (ELMALEM et al., 1985; DUVEAU et al., 1996; 

CHERON et al., 1987). 

Devido aos efeitos colaterais diversos dos atuais quimioterápicos no 

tratamento de infecção de T. gondii são necessárias novas descobertas de 

compostos que mostrem efeitos potencializados em concentrações na faixa do nano 

a micromolar. 

2.10. Naftoquinonas 

A maior ocorrência de naftoquinonas se encontra em plantas da família 

Bignoniaceae, particularmente no gênero Tabebuia (OLIVEIRA et al., 1990). O 

lapachol é o principal representante desses compostos, sendo extraído com 

facilidade durante a serragem da madeira de várias espécies de ipê (LINARDI et al., 

1975). O Lapachol é capaz de induzir o estresse oxidativo, podendo levar a 

apoptose de células tumorais (PINK et al., 1999).  

Além disso, o lapachol e seus derivados semi-sintéticos apresentam outras 

atividades farmacológicas, como atividade antimicrobiana e antifúngica; cercaricida 

(prevenção da penetração de cercarias Schistosoma mansoni na pele); ação 
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moluscida (atividade contra caramujos Biompharia glabrata, hospedeiro 

intermediário de S. mansoni); leishmanicida (ação intracelular nas formas 

amastigotas de Leishmania braziliensis); tripanossomicida (atividade contra o 

Trypanosoma cruzi, agente causador da doença de Chagas); antimalárico (atividade 

contra Plasmodium falciparum parasitando eritrócitos), etc (AUSTIN, 1974; 

CARVALHO et al., 1988; GAFNER et al., 1996; KAYSER et al., 2000; PINTO et al., 

2000; SANTOS et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2001; GOULART et al., 2004;). Além 

disso, o lapachol possui atividade antitumoral e anestésica, sendo capaz de regredir 

definitivamente neoplasias em 30% dos pacientes (SUBRAMANIAN et al., 1998). A 

utilização do lapachol é limitada por sua toxicidade e baixa biodisponibilidade 

(KAYSER et al., 2000). 

2.11. Pterocarpanos 

Pterocarpanos agem como fitoalexinas ou fitotoxinas que são compostos de 

baixo peso molecular produzido por plantas em resposta ao ataque de 

microorganismos (KAMAT et al., 1981 apud DA SILVA et al., 2009). Estes 

compostos inibem o crescimento de bactérias e fungos in vivo e in vitro, e sua 

produção durante infecção pode induzir a resistência a infecções subsequentes, 

entre outro grupo de produtos naturais (KAMAT et al., 1981 apud DA SILVA et al., 

2009). 

Pterocarpanos possuem outras atividades biológicas importantes como atividade 

antiofídica in vivo e in vitro em camundongos, atividade anti-HIV in vitro e atividade 

antiinflamatória in vitro (CHILPA & ESTRADA, 1995; BOYD et al., 1997; LIN et al., 

2006). O catecol pterocarpano isolado de Petalostemon purpureus possui atividade 

contra células KB, linhagem de células de carcinoma epidermóide humano 

(CHAUDHURI et al., 1995).  

2.12. Derivado de naftoquinonas 

DA SILVA et al. (2009) construiu pterocarpanoquinonas a partir de pterocarpano, 

isolado da Petalostemon purpureus, e 1,4 naftoquinona, isolado de espécies de 

Tabebuia. Esses novos compostos foram eficientes em controlar populações in vitro 

de carcinoma mamário humano MCF-7, de promastigotas de Leishmania 

amazonensis e Plasmodium falciparum (uma cepa resistente a cloroquina) (DA 

SILVA et al., 2009). Um dos compostos testados por DA SILVA et al. (2009) foram 

usados nesse trabalho, aqui denominado de LQB94 (Esquema 5).  
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2.13. Pterocarpanoquinonas  

NETTO et al. (2010) sintetizou novas pterocarpanoquinonas, dentre elas a 

LQB150 e LQB151, utilizadas nesse trabalho (Esquema 5). Tais 

pterocarpanoquinonas foram eficientes em se transformarem em radicais 

semiquinonas pela redução por um elétron o que conferiu a esses compostos alto 

poder de oxidação contra células de leucemia humana resistentes ao estresse 

oxidativo (NETTO et al., 2010). Os compostos LQB150 e LQB151 mostraram baixa 

citotoxidade a células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ativadas com 

hemaglutinina A, comparadas as linhagem de células de leucemia K562 e HL-60, a 

primeira com altos índices de glutaniona, que a torna resistente ao estresse 

oxidativo, e a segunda com níveis menores de antioxidantes (NETTO et al., 2010). 

PORTES et al. (2012) mostrou que esse grupo de compostos foi capaz de inibir o 

índice de crescimento de taquizoítas de T. gondii, cepa RH, em culturas de LLCKM2, 

esse efeito foi estabilizado na concentração de 2,5 µM, a qual também correspondeu 

a concentração que inibe a metade do crescimento (IC50). Além disso, há evidências 

de alterações ultraestruturais na membrana plasmática dos parasitos causadas 

pelos compostos, além de induzir conversão do estágio taquizoíta para o estágio 

bradizoíta (PORTES et al., 2012). O possível mecanismo de ação desses compostos 

pode ser a ação na peroxidação dos lipídeos de membrana do parasito induzidos 

pelas ROS, talvez alterando a biossíntese de esteróis pelo parasito como 

demonstrado em estudos de outros compostos com ação anti-toxoplasma 

(ER119884 e E5700) (DE SOUZA et al., 2006; CAMMERER et al., 2007). 
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Esquema 5.  Fórmula molecular, fórmula química e peso molecular das 
pterocarpanoquinonas testadas nesse trabalho, LQB94 sintetizada por DA SILVA et al. 
(2009) e LQB150 e LQB151 sintetizadas por NETTO et al. (2010). Os compostos LQB150 e 
LQB151 possuem cinco anéis aromáticos e diferenciam-se apenas em seus radicais, bromo 
ou cloro, respectivamente. O composto LQB94 possui seis anéis aromáticos.  

 

3. Justificativa 

É provável que compostos derivados de naftoquinonas, com potencial ação 

antiparasitária e antitumoral, possua atividade contra Toxoplasma gondii. A 

necessidade de pesquisas que busquem novos compostos contra T. gondii se 

justifica na escassez de recursos terapêuticos eficientes em inibir o crescimento 

parasitário e possua mínimos efeitos colaterais.  

O provável mecanismo de ação dos compostos derivados de naftoquinonas é a 

indução de espécies reativas de oxigênio, que interferem em várias macromoléculas 

importantes para o funcionamento celular. Os efeitos das espécies reativas de 

oxigênio podem induzir alterações no parasito e na célula hospedeira, entretanto 

MOLINA et al. (1996) mostraram que protozoários com grande quantidade de 

antioxidantes, são suscetíveis aos efeitos dos radicais de oxigênio produzidos pela 

ação de α- e β-lapachona. Portanto, os compostos derivados de naftoquinonas se 

mostram promissores no controle de T. gondii. 

 

Fórmula Química: C19H11BrO4 

Peso Molecular: 381,98 g/mol 

Fórmula Química: C21H14O6 

Peso Molecular: 362,08 g/mol 

Fórmula Química: C19H11ClO4 

Peso Molecular: 337,53 g/mol 
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4. Objetivos 

4.1. Objetivo geral  

• Verificar a ação antiproliferativa dos compostos derivados de naftoquinonas 

(LQB94, LQB150 e LQB151) contra o parasita intracelular Toxoplasma gondii. 

 

4.2. Objetivos específicos  

• Verificar a viabilidade da célula LLC-MK2 tratada com os compostos LQB94, 

LQB150 ou LQB151. 

• Verificar a toxicidade dos compostos LQB94, LQB150 e LQB151 contra o 

desenvolvimento intracelular do T. gondii em células LLC-MK2. 

• Observar possíveis alterações estruturais e ultraestruturais dos parasitos e 

das célula LLC-MK2 após tratamento com os compostos LQB94, LQB150 e 

LQB151. 

5. Matérial e Métodos 

5.1. Cultivo de células da linhagem LLC-MK2 

A linhagem de células LLC-MK2 (epitelial de rim de macaco rhesus) foi 

cultivada em garrafas de 25 cm2 com Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB). Para as infecções, as células 

foram plaqueadas sobre lamínulas redondas em placas de 24 poços ou nas próprias 

garrafas de 25 cm2 com DMEM suplementado com 5% de SFB. 

5.2. Obtenção de T. gondii 

Toxoplasma gondii, cepa RH, foi mantido por passagens de 2-3 dias na 

cavidade peritoneal de camundongos Swiss. A lavagem peritoneal foi realizada com 

solução de Hank’s. A suspensão foi centrifugada a 1000g por 5 minutos a 4° C para 

remover debris de células e leucócitos peritoneais. O sobrenadante contendo os 

parasitos foi coletado e centrifugado novamente a 1000g por 10 minutos a 4º C. Os 

parasitos foram ressuspendidos em DMEM e contados. 

5.3. Derivado de naftoquinona 

Os compostos derivado de naftoquinona utilizados foram sintetizados e cedidos 

pelo Dr. Chaquip D. Netto e colaboradores (Laboratório de Química Bioorgânica - 

LQB, Núcleo de Pesquisas de Produtos Naturais, Centro de Ciências da Saúde, 

Bloco H, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ 21941-590, Brasil). 

Para estudos in vitro, os compostos LQB94, LQB150 e LQB151 foram diluídos 

em DMSO (dimetil sulfóxido) na concentração estoque de 118 mM. Alíquotas dos 



21 
 

 
 

compostos foram preparadas na concentração de 5 mM em DMEM (4,25% de 

DMSO final). As alíquotas foram mantidas em freezer (-20°C); os compostos foram 

testados nas seguintes concentrações: 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 µM. A preparação e 

manipulação dos compostos foram realizadas sem cuidados em relação à 

iluminação do ambiente, pois este não é sensível à luz. 

5.4. Testes de viabilidade celular 

Três técnicas foram usadas para checar a viabilidade das células LLC-MK2 após 

tratamento com os compostos: exclusão de brometo de etídio, redução do bromídio 

3-(4,5-Dimetil tiazol-2-il)-(2,5-difenil tetrazolio) (MTT) e dosagem de lactato 

desidrogenase (LDH). 

Células LLC-MK2 cultivadas sobre lamínulas redondas em placas de 24 poços 

foram incubadas com os compostos na concentração de 20 µM por 48 horas. Após 

esse tempo, lamínulas foram coletadas e invertidas em gotas de 10 µl da solução de 

brometo de etídio (10 µg/ml) em DMEM e a viabilidade das células avaliadas através 

de microscópio de fluorescência. Células mortas (núcleo vermelho intenso) e células 

vivas (núcleo laranja apagado) foram quantificadas. O brometo de etídio 

corresponde a um intercalante de DNA que é facilmente localizado em núcleo de 

células mortas devido à ausência da permeabilidade seletiva de suas membranas 

plasmáticas. 

Para uma análise mais fina de viabilidade das células tratadas com a LQB151 

realizamos a quantificação pelo ensaio colorimétrico que detecta a formação do 

lipídeo formazan em células encubadas com bromídio MTT (MOSMANN, 1983; VAN 

MERLOO et al., 2011). A redução do MTT ocorre através de desidrogenases e de 

agentes redutores presentes nas células e quanto maior a produção de formazan 

maior a quantidade de células vivas (MOSMANN, 1983; VAN MERLOO et al., 2011). 

Portanto, 1 x 105 células da linhagem LLC-MK2 por poço em placas de 96 poços 

foram cultivadas com 150 µl de DMEM suplementado com 5% de SFB. Nas células 

tratadas foi adicionado ao DMEM o composto LQB151 em concentrações em 

diluição seriada iniciando em 0,2 µM até 100 µM. Após 24 horas, foi realizado o teste 

de viabilidade. Como parâmetro de máximo e mínimo de formação de formazan foi 

utilizado o controle positivo e negativo, respectivamente. Para o controle negativo as 

células foram permeabilizadas com 10 µl de triton X-100 a 10%. Foi adicionado em 

cada poço 15 µl de MTT (5mg/ml) por quatro horas, após o período de incubação o 

formazan foi solubilizado com 100 ml de DMSO. Após centrifugação da placa a 400g 
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por 7 minutos, 100 µl do sobrenadante foi coletado e transferido para uma nova 

placa de 96 poços, a leitura foi realizada . A leitura da placa foi realizada em 

espectrofotômetro de placa SoftMax Pro® 6.0 a 570 nm. 

A dosagem de LDH foi realizada no sobrenadante de cultura das células LLC-

MK2 usando o kit Doles®. Esse kit dosa a referida enzima que é da via glicolítica 

presente no citoplasma de células viáveis. A quantificação dessa enzima no 

sobrenadante de cultura de células é um indicativo da perda de permeabilidade 

seletiva das membranas plasmáticas das células cultivadas, consequência de um 

processo de morte celular (KOH & CHOI, 1987; LI & ZHANG, 1997). O cultivo de 

células na placa de 96 poços seguiu-se como para o ensaio de MTT. Aos poços 

tratados foram adicionados LQB151 ao DMEM suplementado com SFB, em 

concentrações provenientes de diluição seriada com a concentração máxima sendo 

100 µM e a mínima sendo 3,2 µM. Após 24 horas, foi realizado o teste de 

viabilidade. Como parâmetro da concentração máxima e mínima foi utilizado o 

controle positivo e o negativo, respectivamente. O controle positivo correspondeu as 

células que foram permeabilizadas com 10 µl de triton a 10%. O controle negativo 

correspondeu à cultura saudável. Para a quantificação do LDH, 50 µl do 

sobrenadante dos poços tratados e dos controles foi retirado e transferidos para uma 

placa de 96 poços. Foi adicionados a esses poços 100 µl da solução A (6% de 

alúmen férrico 0,012M em 94% de solução de 0.1M de lactato, 0.005M de o-

fenantrolina em Tris 0.2M pH8.8, a 37°C) por 3 minutos e 100 µl da solução B (5% 

de solução 3,73 mM de fenazina metasulfato/ 15,82mM de NAD em 95% de água 

destilada) por 5 minutos, todas as incubações ocorreram no escuro, a 37°C. A leitura 

da placa foi realizada em espectrofotômetro de placa SoftMax Pro® 6.0 a 492 nm. Os 

dados foram plotados em gráficos pelo Microsoft Excel® 2007. 

5.5. Interação Toxoplasma gondii com células LLC-MK2 e tratamento 

com compostos derivados de naftoquinona. 

Após 24 horas de plaqueamento, como descrito no item 5.1, as células LLC-

MK2 foram incubadas com T. gondii, na proporção de 3:1 protozoários por célula, 

por 2 horas. Após o término da incubação a placa foi lavada com solução Hank`s e 

foi adicionado DMEM suplementado com 5% de SFB com as diferentes 

concentrações de LQB94, LQB150 ou LQB151 (1; 2,5; 5 e 10 µM) . Após 24 e 48 

horas de tratamento a 37°C em atmosfera de 5% de CO 2, as lamínulas redondas 

foram coletadas.  
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5.6. Preparo de células para avaliação da carga par asitária. 

Células aderidas a laminulas foram coletadas, fixadas em formaldeído a 3% em 

tampão fosfato salino (PBS) e coradas com Giemsa (na diluição de 1 ml de Giemsa 

para 9 ml de água destilada) por 15 min. As lamínulas coradas foram lavadas com 

PBS e água destilada, e passadas na série acetona-xilol para desidratação. As 

lamínulas foram montadas em lâminas com Entellan®. A análise do possível 

desenvolvimento do T. gondii foi realizada através da contagem da carga parasitária 

em células tratadas ou não com os compostos no microscópio óptico de campo 

claro. A contagem foi realizada pela quantificação da carga parasitária de 100 

células infectadas por lamínula, num total de três lamínulas por tipo de tratamento 

(LQB94, LQB150 ou LQB151), concentração do composto (1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 µM) e 

tempo de tratamento (24 e 48 horas). Os dados foram plotados no Microsoft Excel® 

2007 e analisados estatisticamente pelo método one-way Anova seguido por Tukey. 

Através da cinética relatada acima foi realizado o gráfico de regressão não linear 

obtendo o IC50 de T. gondii, os dados foram plotados e analisadas as médias de três 

valores pelo software Graphpad Prism® 6.  

5.7. Detecção de glicoproteínas da parede cística d e Toxoplasma gondii 

pela lectina de Dolichus biflorus 

Para determinar se houve a conversão de taquizoítas a bradizoítas de T. 

gondii foi utilizado marcação com a lectina de Dolichus biflorus (ZHANG et al., 2001). 

Para tal, as células foram cultivadas e infectadas como descrito no item 5.1 e 5.6, 

respectivamente. Após os tratamentos com os compostos (item 5.6) as células foram 

lavadas, fixadas em PBS contendo 3% de formaldeido, lavadas em PBS e incubadas 

em 0,5% de Triton x-100 em PBS por 10 minutos. As células foram incubadas com 

10 mM de cloreto de amônio em PBS por 30 minutos seguido de lavagem em PBS e 

incubação com 3% albumina sérica bovina em PBS (PBS-BSA). As células foram 

incubadas em anticorpo policlonal de camundongo contra T. gondii (1:5000) e lectina 

de Dolichus biflorus conjugada a FITC (10 µg/ml) em PBS-BSA, por 1h cada. As 

células foram lavadas com PBS e PBS-BSA antes da incubação com anticorpo 

secundário contra camundongo marcado com TRICT (1:400) em PBS-BSA. Ao final 

as lamínulas foram lavadas com PBS e montadas em ProLong Gold contendo DAPI. 

A observação do material foi realizada em microscópio Zeiss Axioplan equipado com 

contraste interferencial, iluminação epifluorescente e lâmpada de mercúrio HBO100. 
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Imagens foram capturadas com câmara digital AxioCam Mrc5 pelo sistema 

Axiovision da Zeiss. 

5.8. Microscopia eletrônica de transmissão  

As células analisadas por microscopia eletrônica de transmissão foram 

cultivadas em garrafas de 25 cm2 (item 5.1) e infectadas com T. gondii na e tratadas 

com 5 µM dos compostos como o descrito no item 5.5. Após 48 horas de tratamento, 

as células infectadas contidas nas garrafas de cultura foram fixadas com 

gluteraldeído a 2,5% por 24 horas, lavadas e removidas mecanicamente através da 

ação de pequenos rodos de cultura de células. A solução de células foi centrifugada, 

pós-fixadas com 1% tetróxido de ósmio e 1% ferricioaneto de potássio e desidratas 

com solução de acetona em concentrações crescentes (30, 40, 50, 70 e 100%). 

Após esses processos as células foram infiltradas com solução de acetona e Epon 

(1:1, v:v), seguida de Epon puro após 8 horas e polimerizadas por 48 horas a 60° C. 

Para os cortes ultrafinos foram utilizados o ultramicrotómo Ultratrim Reichert. Os 

cortes foram coletados em grades de cobre e grades de ouro (para detecção de 

carboidratos pelo método de THIERRY, 1967 apud DE SOUZA, 2007).  As grades 

de cobre foram posteriormente pós-contrastados em temperatura ambiente com 

acetato de uranila e citrato de chumbo aquoso. As grades de ouro passaram pelo 

processamento de Thierry (item 5.9). O material foi examinado em microscópio 

eletrônico O material foi examinado em microscópio eletrônico FEI, modelo Tecnai 

Spirit operando a 120 KV.  

5.9. Detecção de grânulos de amilopectina por Thier ry 

Grades de ouro contendo cortes ultra finos das células tratadas foram 

encubadas em solução de 1% de ácido periódico por 30 minutos e posteriormente 

lavadas. Em seguida, foram encubadas em solução de 1% tiosemicarbazida em 

10% de ácido acético por 24 horas, lavadas nas soluções de ácido acético de 10%, 

de 5% e de 2% e, por ultimo em água destilada. As grades secas foram observadas 

no microscópio eletrônico de transmissão.  

 

6. Resultados 

A verificação da citotoxidade dos compostos com relação à célula hospedeira 

foi analisada por meio de detecção de núcleos contendo o intercalante de DNA 

brometo de etídio que emite fluorescência vermelho intenso, quando estimulado por 

um feixe de luz de comprimento entre 500nm (ultravioleta). As células tratadas com 
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os compostos LQB94, LQB150 ou LQB151 na concentração de 20 µM e incubadas 

com brometo de etídio (figura 1B-D) não mostraram marcação diferenciada do 

controle (figura 1A). O controle possui uma taxa de morte celular esperada, poucas 

células marcadas de vermelho intenso (figura 1A). O resultado da análise de morte 

celular detectável por este método permitiu o prosseguimento das análises 

seguintes. 

 
Figura 1.  Imagem de células LLC-MK2 tratadas ou não com LQB94, LQB150 ou LQB151 na 
concentração de 20 µM por 48 horas marcadas com brometo de etídio para análise de 
viabilidade celular. A) controle; B) LQB94; C) LQB150 e D) LQB151. Setas indicam células 
mortas. Barra=100 µm. 

 

A análise da cinética de desenvolvimento de T. gondii em células infectadas 

tratadas com os compostos LQB94, LQB150 ou LQB151 mostrou redução 

significativa da carga parasitária em todas as concentrações estudadas, nos tempos 

de 24 e 48 horas, comparados aos controles não tratados. Na concentração de 1 

µM, já se observa redução de 35% do crescimento do T. gondii para LQB94, 42% 

para LQB150 e 71% para LQB151, no período de 48 horas de tratamento 

comparado ao controle de mesmo tempo. Avançando para maiores concentrações, 

a redução aumenta gradualmente (Figura 2 e 4).  

A B 

C D 
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O composto LQB94, em 48 horas de tratamento com relação ao seu controle, 

induziu redução de 47, 68 e 73% nas concentrações de 2,5; 5,0 e 10,0 µM, 

respectivamente (Figura 4). O composto LQB150 induziu redução de 49, 56 e 64%, 

nas respectivas concentrações citadas acima (Figura 4). Finalmente a LQB151, que 

mostrou maior capacidade de inibição de crescimento do parasito, induziu 73% de 

redução da carga parasitária na concentração de 2,5 µM e 80% nas concentrações 

de 5,0 e 10,0 µM (Figura 4). Dos três compostos analisados, o LQB151 exibiu 

controle mais eficaz dos parasitos. Nas concentrações de 2,5; 5,0 e 10,0 µM a 

infecção de células tratadas com a LQB151 não exibiu aumento significativo da 

carga parasitária entre 24 e 48 horas (Figura 2).  

Os valores de IC50 foram calculados após o tratamento de células infectadas 

pelo parasito com os compostos pelo período de 24 e 48 horas, respectivamente, e 

obteve-se: acima de 10 µM  e 2,37 µM ± 1,06 para LQB94; 4,33 µM ± 1,15 e 2,61 

µM ± 1,09 para LQB150; 4,15 µM ± 1,13 para LQB151 no tempo de 24 horas (Figura 

3 e 4), não foi possível determinar o valor de IC50 da LQB151 no tempo de 48 horas, 

pois haveria a necessidade de testar concentrações menores que 1 µM. O IC50 no 

tempo de 48 horas é reduzido com relação ao IC50 do tempo de 24 horas. Indicativo 

que os compostos têm melhor resposta ao longo prazo (Figura 2).  
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Figura 2 . Cinética de tratamento dos compostos LQB94, LQB150 e LQB151 comparado 
com os controles não tratados em células LLC-MK2 infectadas com Toxoplasma gondii por 
24 e 48 horas. *Significativo com relação ao controle 24 horas. **Significativo com relação ao 
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controle 48 horas. # Valor estatísticamente não significativo em comparação ao valor de 24 
horas com a mesma concentração. 
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Figura 3.  Porcentagem de crescimento de Toxoplasma gondii em células LLC-MK2 
tratadas com LQB94, LQB150 ou LQB151 por 24 horas. 
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Figura 4.  Porcentagem de de crescimento de Toxoplasma gondii em células LLC-MK2 
tratadas com LQB94, LQB150 ou LQB151 por 48 horas. 

Concomitantemente a diminuição da carga parasitária no período de 48 horas 

de tratamento com todos os compostos nas concentrações utilizadas em relação aos 

controles de mesmo tempo foram observadas nas células coradas com Giemsa. 

Essas tinham geometria oval a circular, borda extremamente corada, parasitos de 

tamanho reduzido e aglomerados (figura 5B-G), distintas das rosáceas típicas 

observadas dentro das células infectadas não tratadas (figura 6A).   
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Figura 5. Imagens de células LLC-MK2 infectadas com Toxoplasma gondii, tratadas ou não 
com LQB94, LQB150 ou LQB151 no período de 48 horas, coradas com Giemsa. (A) 
controle; (B) LQB94 2,5 µM; (C) LQB94 10 µM; (D) LQB150 2,5 µM; (E) LQB151 2,5 µΜ; (F) 
LQB151 2,5 µΜ; (G) LQB151 10 µΜ. Observam-se estruturas semelhantes a cistos teciduais 
(setas) e taquizoítas (asterisco). Barras = 10 µm. 

 

Através de marcação de N-acetilgalactosamina, um dos carboidratos presentes 

na parede cística de T. gondii (ZHANG et al., 2001), com a lectina de Dolichos 
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biflorus, foi comprovada a formação de cistos teciduais contendo bradizoítas de T. 

gondii em cultura de células tratadas com 10 µM dos compostos por 48 horas (figura 

6). A marcação identificou cistos maiores em células infectadas e tratadas com 

LQB151 (Figura 6I-L). A LQB151 foi o único composto a induzir a formação de 

parede cística a 5 µM (dados não mostrados).

 

Figura 6.  Imagens de microscopia de fluorescência e de contraste interferencial (DIC) de 
células LLCMK2 infectada com taquizoítas de Toxoplasma gondii tratadas por 48 horas ou 
não com compostos (10 µM), marcados com Dolichos biflorus (DBA) que reconhece parede 
de cistos do parasito; DAPI (DAPI), que reconhece DNA; e anticorpo anti-T. gondii (Anti-Tg). 
(A-D) Células tratadas com o composto LQB94; (E-H) Células tratadas com o composto 
LQB150; (I-L) Células tratadas com o composto LQB151; (M-P) Células não tratadas com 
composto algum. (DBA) Lectina Dolichos biflorus, (anti-tg), (DIC) contraste. Barras = 50 µm 

 

A indução de bradizoítas de T. gondii após o tratamento com os compostos foi 

também confirmada por análise ultraestrutural. Aumento de grânulos de amilopectina 

e a posição do núcleo na região posterior do parasito são marcadores 

ultraestruturais de bradizoítas (DUBEY et al., 1998). A análise das células tratadas 

com os três compostos mostrou a presença de grânulos de amilopectina nos 

parasitos intracelulares (figura 7A-F) em relação a parasitos de células não tratadas 

(figura 7G). Em alguns tratamentos foram identificados a presença de estruturas 
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deformadas nos parasitos, como protuberâncias (figura 7 A-D) ou reentrâncias 

(figura 7E e F). Alguns parasitos estavam em processo inicial de degradação (figura 

7C e D). A presença dos grânulos de amilopectina foi confirmada pelo método do 

THIERRY (1967), que detecta carboidratos, deixando os grânulos de amilopectina 

eletrondensos confirmando a conversão a bradizoítas (figura 7H). 
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Figura 7.  Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de células LLC-MK2 infectadas 
com Toxoplasma gondii tratadas ou não com os compostos na concentração de 10 µM por 
48 horas. (A) Células tratadas com LQB94 apresentaram deformação estrutural (seta) e 
grânulos de amilopectina (cabeça de seta); (B) Maior aumento de parte da imagem “A” 
mostrando a deformação estrutural (setas) e grânulos de amilopectina (cabeça de seta). (C) 
Células tratada com LQB150 apresentaram parasito com aspecto digerido (*) e grânulos de 
amilopectina (cabeça de seta); D) Maior aumento de parte da imagem “C” mostrando 
extração citoplasmática (♦), grânulos de amilopectina (cabeça de seta) e deformação da 
estrutura do parasita (*). (E) Células tratadas com LQB151 mostrando parasito com 
alteração na membrana plasmática (*) e grânulos de amilopectina (cabeça de seta); (F) 
Maior aumento de parte da imagem “E” mostrando o parasito com alteração na membrana 
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plasmática (*) e com presença de grânulos de amilopectina (cabeça de seta); (G) Células 
não tratadas apresentando parasitos com aspecto normal, mitocôndrias (seta) e grânulos 
densos (cabeça de seta); (H) Células tratadas com lQB151 após o método de detecção de 
carboidratos confirmando que grânulos de amilopectina (cabeça de seta) são induzidos pelo 
tratamento com os compostos; essa é uma figura representativa, pois o tratamento com os 
outros compostos induzem grânulos de amilopectina visualizados pelo método de Thierry. 
Somente a imagem “H” é de células processadas pelo método do Thiery, as outras foram 
tratadas de forma rotineira. Barras = 1 µm para A, C, D, E e F, e 500 µm para B, G e H. 

 

Tendo encontrado o composto de melhor ação antiparasitária, LQB151, 

realizamos duas análises mais precisa da viabilidade das células LLC-MK2 após 

tratamento. Para isso, foi realizado o ensaio de MTT, no qual é detectado o produto 

da reação de redução deste reagente, e do LDH, que avalia a liberação dessa 

enzima no sobrenadante da cultura, em células tratadas com LQB151 em diferentes 

concentrações (Figura 8 e 9). Na maior concentração de tratamento a viabilidade 

média das células foi acima de 80% pelo MTT (Figura 8). O ensaio de LDH mostrou 

liberação de 20% a mais do que o controle (Figura 9). 
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Figura 8. Análise da viabilidade celular pela formação de formazan em células 
encubadas com MTT, tratadas com LQB151 em distintas concentrações por 24 
horas. Note que não houve grandes alterações da viabilidade celular com o aumento 
da concentração do composto. 
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Figura 9. Análise da viabilidade celular pela detecção de liberação de LDH do sobrenadante 
de células tratadas com LQB151 em distintas concentrações por 24 horas. Note aumento na 
liberação da LDH que não alterou com o aumento da concentração do composto. 

 

7. Discussão 

Os três compostos analisados mostraram pouca tóxicidade às células 

hospedeiras. Além disso, esses compostos foram eficientes em reduzir a carga 

parasitária de células infectadas com T. gondii, esses resultados são um indicativo 

da ação seletiva dos compostos com relação ao parasito. O composto eleito foi o 

LQB151, pois inibiu o desenvolvimento in vitro da infecção a partir de 2,5 µM, 

observado através do número similar de parasitos interiorizados nas células com 

tratamento de 24 e 48 horas. 

Compostos quinoídicos, que possuem o grupo para-quinona, são responsáveis 

por produzirem ROS por agir como um substrato para NADPH oxidase (BOLTON et 

al., 2000). Esses ROS são responsáveis por peroxidação de lipídeos nos parasitos, 

por danos ao material genético de células e parasitos e por alterações na cadeia 

transportadora de elétrons na mitocôndria levando a inibição da respiração celular 

(VALKO et al., 2004). Entretanto, este tipo de mecanismo de ação atua mais sobre 

alguns microorganismos patogênicos, como os tripanossomatídeos Critidia 

fasciculata e Leptomonas seymouri, do que sobre células hospedeiras; esses 

microorganismos parecem ser muito mais suscetíveis ao estresse oxidativo 

(MOLINA et al., 1996). No nosso trabalho, foi demonstrada a mesma 

susceptibilidade de T. gondii aos danos causados pelos possíveis efeitos oxidativos 

dos compostos quinoídicos estudados e baixa toxicidade contra a linhagem de 

células hospedeiras LLC-MK2. Outros trabalhos, envolvendo derivados de 
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naftoquinonas, mostram o mesmo perfil de baixa toxicidade em experimentos in vitro 

de células hospedeiras, no caso de células parasitadas, e de células normais, 

utilizando tratamento de células tumorais (DA SILVA et al., 2009; NETTO et al., 

2010). Por exemplo, o composto LQB94 possui concentração inibitória do 

crescimento da metade dos linfócitos murinos (IC50) de 72,3 µM ± 2,2 o que é 3,7 

vezes maior que o IC50 para células de carcinoma mamário humano MCF-7 (19,3µM 

± 7,1), maior 3,6 vezes do IC50 para Leishmania amazonensis (32,9 µM ± 0,35) e 

maior 258,2 vezes que o IC50 para Plasmodium falciparum (0,28 µM ± 0,13) (DA 

SILVA et al., 2009). Os compostos LQB150 e LQB151 têm IC50 para células 

mononucleares do sangue periférico ativadas com hemaglutinina A de 20,0 µM, 

enquanto que o IC50 para linhagem de células de leucemia K562 é 6,8 µM e 5,7 µM, 

respectivamente; e o IC50 da linhagem de leucemia HL-60 é de 4,87 µM para ambos 

compostos (NETTO et al., 2010). Os dados destes grupos somados aos resultados 

desse trabalho mostram o potencial destes compostos em estudos in vivo utilizando 

animais de laboratório. Considerando que o IC50 do tratamento de células infectadas 

com T. gondii com algumas sulfanamidas por 72 horas, como sulfadiazina, 

sulfametaxazole e sulfisoxazole e de pirimetamina pelo período de tratamento de 72 

horas é de 9,9 µM; 4,3 µM; 23,9 µM e 160 nM, respectivamente (DEROUIN & 

CHASTANG, 1989), o IC50 dos compostos testados nesse trabalho mostraram 

valores promissores com relação aos quimioterápicos convencionais, em torno de 2 

µM para LQB94 e LQB150, e menor que 1 µM para LQB151, no período de 

tratamento de 48 horas. É provável que o IC50 da LQB151 atinja concentração em 

nanomolar, sugerindo melhor ação seletiva contra o parasito. Contudo, seria 

necessário que mais análises experimentais fossem realizadas para certificar a 

potência da LQB151 com relação aos demais quimioterápicos utilizados na clínica, 

experimentos em que o tempo de tratamento fosse prolongado a 72 horas ou mais, 

e utilizasse concentrações menores que 1 µM.  

Tem sido demostrado que a infecção do T. gondii é resistente a ROS produzida 

por células do sistema imune ativadas (ALEXANDER et al., 1997). Isso indica que o 

mecanismo de ação (aumento geração de ROS) dos compostos derivados de 

naftoquinonas não é promissor no controle da infecção in vitro de T. gondii. 

Entretanto, SHRESTA et al. (2006) mostram que a infecção in vivo de T. gondii em 

macrófagos murinos está correlacionada com a produção de ROS. Foi demonstrado 

que existe uma subpopulação de macrófago que é ativada adquirindo função 
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toxoplasmicidas, dependentes de ROS, durante a infecção ou por períodos de 

tempo curtos após infecção. Outra subpopulação de macrófago é infectada antes de 

se tornar ativada, mas ainda assim é capaz de produzir alguma quantidade de ROS; 

essa subpopulação apresenta alguma atividade toxoplásmicida, atuando por um 

curto período de tempo (1 hora) após a infecção. SHRESTA et al. (2006) discute-se 

que T. gondii evade o mecanismo de produção de ROS como uma estratégia de 

proliferação, portanto, ROS pode ser considerado um fator importante para o 

controle da infecção do parasito. O mecanismo pelo qual T. gondii é capaz de 

controlar a produção de ROS ainda não foi elucidado, contudo acredita-se que ele 

seja capaz de modular a ação da enzima NADPH oxidase em macrófagos ativados 

além de possuir enzimas antioxidantes presentes no taquizoíta, como a SOD e a 

CAT (CARVALHO & DE SOUZA, 1989; SON et al., 2001; ODBERG-FERRAGUT et 

a.l, 2000; KWOK et al., 2004). Além disso, T. gondii é capaz de modular a resposta 

inflamatória proveniente do primeiro sinal que corresponde ao reconhecimento de 

IFN-γ responsável por induzir a produção de ROS (MURRAY et al., 1985). Em suma, 

apesar do T. gondii atuar reduzindo a produção de ROS, esse agente microbicida é 

importante no seu controle como mostrado por SHRESTA et al. (2006).  

Os compostos estudados aqui agem na enzima NADPH quinona oxiredutase 

(NQO1), já demostrando na sua ação contra células de leucemia K562 que 

expressam altos níveis da NQO1 (PINK et al., 2000; NETTO et al., 2010). Uma das 

explicações para a ação dos compostos sobre a infecção in vitro de T. gondii pode 

ser justamente a redução desses compostos desencadeando o processo de 

estresse oxidativo, via a enzima NQO1. Outra questão em aberto é o nível de 

antioxidantes de taquizoítas de T. gondii, entretanto o que determina o dano às 

estruturas celulares é que o nível de estresse oxidativo supere o nível de enzimas 

antioxidantes (AUTEN & DAVIS, 2009), o desequilíbrio desses fatores é crucial para 

a ação das ROS sob, principalmente, os parasitos que parecem ser mais suscetíveis 

a ROS do que as células hospedeiras (DA SILVA & DE SOUZA, 2002; MOLINA et 

al., 1996). 

Neste trabalho os compostos derivados de naftoquinona também mostraram 

ser capazes de converter taquizoítas a bradizoítas, efeito visto também com outros 

compostos derivados de naftoquinonas por PORTES et al. (2012). É provável que 

ROS tenha induzido conversão de taquizoítas a bradizoítas pela intercalação de 

DNA provocada por ROS, interrompendo o ciclo celular do taquizoíta em pontos de 
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checagem, pois a redução da rapidez do ciclo celular é uma das razões pelas qual o 

taquizoíta entra em processo de diferenciação a bradizoíta (AUTEN et al., 2002; 

DALLE-DONNE et al., 2003; JEROME et al., 1998; RADKE & WHITE, 1998). Esses 

efeitos foram primeiro visualizados através de células infectadas com T. gondii, 

tratadas com o composto e coradas com Giemsa, em que foram observadas 

estruturas semelhantes a cistos, com a borda do vacúolo parasitóforo espessamente 

coradas. Esse resultado foi confirmado com a marcação de glicoproteína da parede 

cística pela lectina de Dolichus biflorus, pelo método de detecção de grânulos de 

amilopectina pelo método de THIERRY (1967) apud DE SOUZA (2007) e pela 

análise de posição do núcleo demonstrado ser posterior nas imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão (DUBEY et al., 1998). 

Através da imagem de microscopia eletrônica de transmissão também puderam 

ser visualizados parasitos com ultraestrutura danificada aparentando alteração da 

membrana plasmática. Os danos podem ser resultado da ação de ROS na 

peroxidação de lipídeos (AUTEN et al., 2002; DALLE-DONNE et al., 2003).  

Esses resultados demonstram os efeitos antiproliferativos desses compostos 

que são promissores para avanço em estudos in vivo em camundongos infectados 

com T. gondii com administração combinada ou não com outros quimioterápicos 

utilizados em pacientes com toxoplasmose. Essa abordagem é utilizada por outros 

grupos. FERREIRA et al. (2006) realizou estudo in vivo usando um composto 

denominado PHNQ6, uma hidroxinaftoquinona, semelhante ao estudado neste 

trabalho que mostra nenhum efeito tóxico a camundongos durante tratamento de um 

mês. Os camundongos apresentaram histologia normal do fígado, ausência de 

perda de peso e de letargia. A combinação de sulfadiazina e de PHNQ6 aumentou a 

sobrevida dos camundongos que haviam sido infectados oralmente por cistos 

teciduais de T. gondii cepa P, mostrando diminuição de cistos teciduais e danos aos 

bradizoítas observados. O tratamento combinado de camundongos infectados com 

T. gondii com esse composto associado à sulfadiazina auxiliou na diminuição da 

dose do segundo composto e, consequentemente, a diminuição de efeitos colaterais 

(FERREIRA et al., 2006). Portanto, a estratégia adotada no referido trabalho é uma 

alternativa interessante para testar o LQB151 in vivo. 
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8. Conclusão 

Os compostos estudados reduziram a carga parasitária de células infectadas 

com T. gondii, foram capazes de convertê-los para sua forma de replicação lenta e 

danificá-los irreversivelmente mesmo após conversão. Esses resultados mostram 

que esses compostos são promissores ao prosseguimento das análises, permitindo 

avançar em experimentos que elucidem o real envolvimento da ROS nesse 

mecanismo e no tratamento isolado ou combinado com outros quimioterápicos já 

prescritos, como sulfadiazina, in vivo com camundongos infectados. Essas análises 

são essenciais para a possibilidade de usar esses compostos no tratamento de 

seres humanos. 
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