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RESUMO 



 xx 

Lectinas são proteínas ou glicoproteínas que reconhecem glicoconjugados de superfície 

celular. Neste trabalho, nós investigamos se a lectina de sementes de Cratylia mollis 

(Cramoll 1,4) tem efeitos tóxicos em Trypanosoma cruzi. Cramoll 1,4 reconheceu 

glicoconjugados presentes na superfície celular dos parasitas, levando a aglutinação de 

epimastigotas e tripomastigotas, de uma maneira dose dependente (1-50 µg/ml). Além 

disso, Cramoll 1,4 diminuiu a proliferação de epimastigotas; 93% de inibição foi obtida 

com 50 µg/ml. A incubação de células (1.25 x 108 /ml) na presença de Cramoll 1,4 (50 

µg/ml) e Ca2+ (10 µM) por 1 h induziu permeabilização de membrana plasmática seguida 

por influxo de Ca2+ e acúmulo de Ca2+ mitocondrial, resultado que se assemelha ao efeito 

clássico da digitonina. Cramoll 1,4 estimulou (cinco vezes) a produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) mitocondrial, diminuiu de maneira significativa o potencial elétrico de 

membrana mitocondrial ( Ψm) e prejudicou a fosforilação de ADP. A geração de EROs 

induzida por Cramoll 1,4 foi diminuída de forma significativa por EGTA. A 

permeabilização de membrana plasmática por digitonina (20 µM) em meio contendo Ca2+ 

também estimulou a geração de EROs mitocondrial, mas numa proporção menor que 

Cramoll 1,4. A velocidade de respiração desacoplada em epimastigotas não foi afetada pelo 

tratamento com Cramoll 1,4 + Ca2+, mas a respiração de repouso induzida por oligomicina 

foi 65% maior nas células tratadas do que nos controles. Experimentos usando frações 

mitocondriais de T. cruzi (MTc) mostraram que, em contraste com a digitonina, a lectina 

diminuiu de forma significativa o Ψm  por um mecanismo sensível a EGTA. Em 

concordância com os resultados da permeabilização de membrana plasmática e prejuízo da 

fosforilação oxidativa pela lectina, experimentos de microscopia de fluorescência usando 

iodeto de propídeo revelaram que Cramoll 1,4 induziu morte de epimastigotas por necrose. 

Experimentos feitos com mitocôndrias isoladas de fígado de rato (MFR) mostraram que 

Cramoll 1,4 induziu transição de permeabilidade mitocondrial, dependente de Ca2+, com 

aumento na produção de EROs. Em contraste ao que foi observado em MFR, o efeito de 

Cramoll 1,4 em MTc é insensível a ciclosporina A, um inibidor clássico do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial. Nós mostramos que a toxicidade de Cramoll 1,4 

em epimastigotas parece resultar de uma ação conjunta nas membranas plasmática e 

mitocondrial do parasita, sobrecarga de Ca2+ mitocondrial e produção de EROs. 
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ABSTRACT 



 xxii

Lectins are proteins or glycoproteins that recognize cell surface glycoconjugates. In this 

work, we investigated whether Cratylia mollis seed lectin (Cramoll 1,4) has toxic effects on 

Trypanosoma cruzi. Cramoll 1,4 recognized glycoconjugates present on the cell surfaces of 

parasites, leading to agglutination of both epimastigotes and trypomastigotes in a dose-

dependent manner (1-50 µg/ml). In additional, Cramoll 1,4 decreased epimastigote 

proliferation; 93% inhibition was attained at 50 µg/ml. Incubation of cells (1.25 x 108 /ml) 

in the presence of 50 µg/ml Cramoll 1,4 and 10 µM Ca2+ for 1 h induced plasma membrane 

permeabilization followed by Ca2+ influx and mitochondrial Ca2+ accumulation, a result that 

resembles the classical effect of digitonin. Cramoll 1,4 stimulated (five-fold) mitochondrial 

reactive oxygen species (ROS) production, significantly decreased the electrical 

mitochondrial membrane potential ( Ψm) and impaired ADP phosphorylation. ROS 

generation induced by Cramoll 1,4 was significantly diminished by EGTA. Plasma 

membrane permeabilization by 20 µM digitonin in a Ca2+-containing medium also 

stimulated mitochondrial ROS generation but at a lower rate than Cramoll 1,4. The rate of 

uncoupled respiration in epimastigotes was not affected by Cramoll 1,4 plus Ca2+ treatment, 

but oligomycin-induced resting respiration was 65% higher in treated cells than in controls. 

Experiments using T. cruzi mitochondrial fractions (MTc) showed that, in contrast to 

digitonin, the lectin significantly decreased Ψm by a mechanism sensitive to EGTA. In 

agreement with the results showing plasma membrane permeabilization and impairment of 

oxidative phosphorylation by the lectin, fluorescence microscopy experiments using 

propidium iodide revealed that Cramoll 1,4 induced epimastigote death by necrosis. 

Experiments performed with rat liver mitochondria (RLM) showed that Cramoll 1,4 

induced Ca2+-dependent mitochondrial permeability transition increasing the ROS 

production. In contrast to RLM, the Cramoll 1,4 effect in MTc is insensitive to cyclosporin 

A, a classic inhibitor of mitochondrial permeability transition pore. We showed that 

Cramoll 1,4 toxicity to T. cruzi epimastigotes seems to result from a concerted action on the 

parasite’s plasma and mitochondrial membranes, mitochondrial Ca2+ overload and ROS 

production. 
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CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE LECTINAS 

 

Histórico, características estruturais, distribuição na natureza e funções   

 

O termo “lectina” (do latim lectus, significa selecionado, escolhido) foi proposto por 

Boyd e Shapleigh em 1954 para designar um grupo de proteínas que apresentava a 

característica comum de seletividade na interação com carboidratos. O termo aglutinina é 

usado como sinônimo para lectina, em referência à habilidade de aglutinar eritrócitos ou outras 

células (Peumans e Van Damme, 1995). Em 1980, Goldstein e colaboradores definiram as 

lectinas como proteínas ou glicoproteínas de origem não imune, possuidoras de pelo menos 

dois sítios moleculares de ligação através dos quais interagem com carboidratos levando à 

aglutinação de células ou precipitação de polissacarídeos sem alterar suas respectivas 

estruturas.  

Atualmente, a definição mais aceita é a baseada em suas estruturas, que define lectinas 

como proteínas de origem não imune contendo pelo menos um sítio não-catalítico de ligação 

reversível a mono ou oligossacarídeos específicos (Peumans e Van Damme, 1995, 1998a; 

Peumans et al., 2001). O(s) sítio(s) de ligação a carboidratos tende(m) a se dispor na superfície 

da molécula protéica, e a seletividade da ligação é obtida através de pontes de hidrogênio, 

interações de van der Walls e hidrofóbicas (Surolia et al., 1996; Elgavish e Shaanan, 1997).  

Quanto ao número de sítios de ligação a carboidratos, a maioria das lectinas são di ou 

polivalentes. Algumas lectinas não apresentam um monossacarídeo inibidor e são inibidas 

apenas por oligossacarídeos (Lis e Sharon, 1981). Segundo Sharon e Lis (1990), algumas 

lectinas apresentam interações mais fortes com oligossacarídeos em comparação com 

monossacarídeos, enquanto outras são quase exclusivas para oligossacarídeos. De acordo com 

essas propriedades de ligação a carboidratos, as lectinas podem ser classificadas como 

específicas quando apresentam interação com um monossacarídeo ou não específicas quando 

interagem com diferentes oligossacarídeos. 

Em virtude da capacidade de reconhecimento a carboidratos, as lectinas são usadas 

como ferramentas para a investigação funcional e estrutural de carboidratos complexos, 

especialmente para a análise de mudanças que ocorrem nas proteínas da superfície celular 
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durante os processos fisiológicos e patológicos, da diferenciação celular ao câncer (Sharon e 

Lis, 2001). 

As lectinas possuem ampla distribuição na natureza podendo ser encontradas em 

microorganismos (Bhowal et al., 2005; Tsivileva et al., 2008), animais (Podolsky et al., 2006; 

Sprong et al., 2009) e plantas (Vega et al., 2006; Oliveira et al., 2008). O reino vegetal tem 

demonstrado ser uma ótima fonte de lectinas, servindo como fonte para a purificação dessas 

macromoléculas. Diferentes funções têm sido creditadas às lectinas de plantas, incluindo 

transporte de carboidratos, empacotamento e/ou mobilização de proteínas estocadas (Nomura 

et al., 1998, Ratanapo et al., 2001), defesa contra o ataque de insetos e outros predadores 

(Sengupta et al., 1997); muitas lectinas são potentes imunomoduladores (Oudrhiri et al., 1985), 

influenciando a proliferação de linfócitos humanos (Ghosh et al., 1999). 

As lectinas de plantas são agrupadas de acordo com a ligação aos carboidratos e os 

grupos de especificidade, compreendem: fucose, manose, ácido siálico, N-acetilglicosamina, 

N-acetilgalactosamina-galactose e grupo glicanos complexos (Peumans e Van Damme, 1998b). 

A definição da especificidade da lectina e confirmação da presença da mesma em uma amostra 

podem ser feitas por ensaios de inibição da atividade hemaglutinante (AH) com diferentes 

monossacarídeos, oligossacarídeos ou glicoproteínas, ou por ensaios de precipitação de 

moléculas glicídicas (Sharon e Lis, 1990). 

Uma outra classificação para lectinas de plantas baseia-se no número de domínios de 

ligação a carboidratos e outros de natureza não catalítica, dividindo-as em quatro principais 

tipos: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas (Peumans e Van Damme, 1998a) e 

superlectinas (Peumans et al., 2001). Merolectinas são proteínas formadas exclusivamente por 

um domínio de ligação a carboidrato e, por conta de sua natureza monovalente, são incapazes 

de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. Como exemplo deste grupo tem-se a 

proteína que se liga à quitina obtida do látex da seringueira (Hevea brasiliensis). Hololectinas 

são proteínas formadas exclusivamente de domínios de ligação a carboidratos, que contêm dois 

ou mais destes domínios idênticos ou muito semelhantes. Este grupo compreende as lectinas 

que possuem múltiplos sítios de ligação, com capacidade de aglutinar células ou precipitar 

glicoconjugados. A maioria das lectinas de plantas pertence ao grupo das hololectinas. 

Quimerolectinas compreendem as proteínas que possuem um domínio de ligação a carboidrato 

e um domínio não relacionado que atua de forma independente. Como exemplos de 



 26 

quimerolectinas temos as proteínas que inativam ribossomos tipo 2. As superlectinas são 

proteínas com dois sítios de ligação a carboidratos, estruturalmente diferentes, reconhecendo 

carboidratos distintos (Peumans et al., 2001). 

As lectinas de sementes podem diferir estruturalmente. Por exemplo, a lectina de 

Vatairea macrocarpa é uma mistura de moléculas constituídas por uma única ou duas cadeias 

polipeptídicas, que mantêm 55% de sua atividade após aquecimento a 100°C durante 5 min 

(Cavada et al., 1998). Similarmente, a lectina isolada de sementes de Sphenostyles stenocarpa 

(Machuka et al., 1999) também apresenta uma estrutura oligomérica, um tetrâmero de massa 

molecular 122.000 Da, porém sua atividade foi totalmente abolida após tratamento térmico 

(80°C). Em folhas de Bauhinia monandra foi detectada quantidade em miligramas de uma 

lectina galactose-específica, purificada por cromatografia de afinidade, que apresentou 

atividade anti-inseticida (Coelho e Silva, 2000, Macedo et al., 2007). 

Duas lectinas de folhas de amoreira (Morus alba) MLL 1 e MLL 2 apresentam alta 

especificidade de ligação ao ácido siálico; inibição do crescimento de uma bactéria 

fitopatogênica chamada Pseudomonas syringae  pv mori foi observada com MLL 1. O ácido 

siálico encontrado freqüentemente em carboidratos de glicoconjugados tem um papel 

importante em muitos mecanismos de reconhecimento biológico. Lectinas com especificidade 

para diferentes formas de ácido siálico têm sido usadas como ferramenta diagnóstica na 

identificação de bactérias patogênicas e tumores malignos (Ratanapo et al., 1998; 2001). 

Algumas lectinas incluindo aquelas de Helix pomatia, Agaricus bisporus e lectina de Arisaema 

helleborifolium, conhecida como AHL, estão sendo investigadas para seu possível uso em 

terapia contra o câncer (Kaur et al., 2006). 

Em protozoários observou-se que uma lectina de látex de Synadenium carinatum 

(ScLL) mostrou efeito protetor em camundongos BALC/c infectados com Leishmania 

amazonensis (Afonso-Cardoso et al ., 2007).  

A ligação de lectinas a oligossacarídeos na membrana celular é uma importante etapa 

na morte celular mediada pela lectina (Coelho et al., 2007; Macedo et al., 2007). Células que 

perderam esses carboidratos tornaram-se resistentes aos efeitos citotóxicos dessas proteínas 

(Gastman et al., 2004). Em Trypanosoma cruzi, as lectinas também foram utilizadas para 

avaliar mudanças na composição e distribuição de açúcares na superfície celular durante o 
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processo de transformação de epimastigotas a tripomastigotas metacíclicos, que é a forma 

infectante em humanos (Bourguignon et al., 1998). 

 

Purificação e caracterização de lectinas 

 

As lectinas têm sido purificadas principalmente a partir de sementes de leguminosas 

maduras, representando até 10% do conteúdo de proteína total (Konozy et al., 2003). Além 

disso, também podem ser obtidas de diferentes tecidos vegetais tais como raízes (Wu et al., 

2000), cascas de árvores (Sá  et al., 2009), folhas (Konozy et al., 2002), flores (Ito, 1986), 

frutos (Cheung et al., 2009), bulbos (Mo et al., 1994) e rizomas (Ng et al., 2001). 

A purificação é baseada em características como tamanho molecular, solubilidade, 

carga e afinidade específica de ligação a carboidratos (Correia e Coelho, 1995). As técnicas 

utilizadas para eliminar moléculas que não sejam de interesse (contaminantes) são diversas.  

As condições de extração envolvem vários parâmetros como, a seleção da solução 

extratora, temperatura e tempo. A maioria das lectinas são solúveis em água e em solução 

salina (Oshikawa et al., 2000; Moure et al., 2001). A preparação obtida, dita extrato bruto, é 

então avaliada quanto à concentração protéica e utilizada como material inicial para o 

isolamento da proteína.  

A partir do extrato bruto, as proteínas podem ser fracionadas por métodos tais como a 

precipitação seletiva de proteínas com sais (Paiva e Coelho, 1992) ou elevadas temperaturas 

(Bezerra et al., 2001). O sulfato de amônio é o sal mais comumente utilizado (Coelho e Silva, 

2000) devido à sua elevada solubilidade. 

O fracionamento salino é um processo que se baseia no princípio de que a solubilidade 

da maioria das proteínas é diminuída em altas concentrações de sais. Esse efeito é chamado 

salting-out e o sulfato de amônio é muito utilizado para este fim. Em geral as lectinas podem 

ser parcialmente purificadas por este processo, uma vez que o sal retira a camada de solvatação 

existente ao redor das proteínas fazendo com que as mesmas precipitem. A precipitação com 

sulfato de amônio pode estabilizar a atividade hemaglutinante da proteína, mesmo após longos 

períodos de armazenamento (Kennedy et al., 1995; Coelho e Silva, 2000). 

A técnica de diálise é utilizada para separar as lectinas, de moléculas pequenas, através 

da utilização de uma membrana (celulose) semipermeável (Kabir et al., 1998). As moléculas 
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com dimensões maiores são retidas dentro do saco de diálise e as menores e os íons atravessam 

os poros da membrana e permanecem na solução. 

Vários métodos cromatográficos são realizados para purificar lectinas. As técnicas 

cromatográficas utilizadas incluem cromatografia de filtração em gel (Rego et al., 2002), de 

troca iônica (Ng e Yu, 2001) e cromatografia de afinidade (Coelho e Silva, 2000). Contudo, 

devido à propriedade de ligação a carboidrato, cromatografia de afinidade em colunas contendo 

suportes polissacarídeos (Cavada et al., 1998; Machuka et al; 1999; Coelho e Silva, 2000) ou 

glicoproteínas (Nomura et al., 1998; Kawagishi et al., 2001) tem sido a técnica mais 

comumente utilizada. 

Na cromatografia de filtração em gel ou exclusão molecular as moléculas são separadas 

através do tamanho. A cromatografia de troca iônica separa as proteínas em função de sua 

carga; as proteínas com carga negativa (aniônicas) ligam-se em coluna de DEAE-Celulose, 

contendo cargas positivas; as proteínas com cargas positivas (catiônicas) podem ser separadas 

em colunas de CM-Cellulose, de carga negativa. Outro método eficiente é a cromatografia de 

afinidade, técnica que se baseia na ligação da lectina a grupamentos químicos específicos 

existentes no suporte insolúvel, como é o exemplo da ligação de lectinas que reconhecem 

glicose à Sephadex, matriz formada por dextrana, biopolímero produzido pela ação bacteriana 

sobre a sacarose, um dissacarídeo, formado por unidades de glicose (Brazil e Entlicher, 1999). 

A proteína desejada é obtida com alto grau de pureza, alterando-se as condições de pH (Datta 

et al., 2001), força iônica (Chung et al., 2001) ou pela eluição com solução contendo um 

competidor (Lima et al., 1997). 

Na caracterização estrutural de lectinas utilizam-se métodos eletroforéticos baseados no 

princípio que uma molécula com carga elétrica líquida mover-se-á em um campo elétrico. A 

velocidade de migração de uma proteína depende da intensidade do campo, da carga líquida da 

proteína e do coeficiente de atrito. As separações eletroforéticas são quase sempre feitas em 

gel, onde os de poliacrilamida são os escolhidos por serem quimicamente inertes e porque o 

tamanho dos seus poros pode ser controlado (Stryer, 2004). A inclusão do detergente sulfato 

sódico de dodecila (SDS) no sistema possibilita a desnaturação da molécula protéica e, como 

conseqüência, a definição da massa molecular de subunidades (Coelho e Silva, 2000). Outra 

caracterização que pode ser feita é a definição da seqüência aminoacídica ou estrutura primária 
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da lectina e a subseqüente determinação da homologia com outras proteínas através de 

espectrometria de massa (Rego et al., 2002). 

 

Isolectinas e Isoformas 

 

Sharon e Lis (1990) definiram isolectinas como um grupo de proteínas intimamente 

relacionadas, resultantes da expressão de diferentes genes. A denominação pode ser dada em 

relação a diferentes atividades biológicas, como a atividade hemaglutinante e mitogênica 

(Aragon et al., 1993). Também pode estar relacionada ao padrão de migração em gel de 

poliacrilamida em condições não desnaturantes (Wongkham et al., 1995); quanto à diferente 

especificidade para carboidratos, pequenas alterações na estrutura da molécula protéica podem 

levar a modificações na orientação do açúcar ligado a ela alterando, portanto, a especificidade 

da lectina (Guzmán-Partida et al., 2004), diferença de carga (Kawagishi et al., 1997) ou quando 

são constatadas modificações pós-tradução (Mandal et al., 1994). Três isolectinas da aglutinina 

de germe de trigo (WGA-1, WGA-2 e WGA-3) interagiram em diferentes graus com células 

leucêmicas e manifestaram citoaglutinação e atividade citotóxica diferentes (Ohba et al., 2003).   

O termo isoforma é utilizado para designar múltiplas formas de lectinas presentes na 

mesma espécie ou variedade de origem genética não definida (Paiva e Coelho, 1992). Algumas 

espécies de plantas contêm duas ou mais proteínas com atividade hemaglutinante, por 

exemplo, Vicia villosa e Sambucus nigra (Kaku et al., 1990). Várias técnicas podem ser 

utilizadas para a separação de isoformas como, focalização isoelétrica, cromatofocalização, ou 

cromatografia de interação hidrofóbica são mais comumente utilizadas para suas separações. 

Contudo, a elucidação das diferenças estruturais das isoformas por métodos de química de 

proteínas pode ser trabalhosa. Um método baseado em partículas não porosas e monolítico 

poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB) de fase estacionária e espectrometria de massa foi 

utilizado para separar isolectinas de três espécies de plantas, Lens culinaris, Triticum vulgaris e 

Canavalia ensiformis (Hochleitner et al., 2003).  
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Lectinas e mitocôndria 

 

 O efeito citotóxico de muitas lectinas resulta em processos de morte celular, por 

apoptose, necrose e/ou autofagia, que podem ou não ter participação da mitocôndria. Gastman 

et al. (2004) demostraram que a lectina de gérmen de trigo, WGA, promove apoptose em 

células Jurkat através de uma via mitocondrial com ativação de caspase-9. Outra lectina de 

planta, conhecida como VCA (Viscum album L. coloratum aglutinina) induziu apoptose por 

ativação de caspases-3 em células de leucemia mielocítica humana (HL-60) (Lyu et al., 2001). 

Além disso, uma outra lectina de Viscum album, a ML-1, ativa caspase-8 independentemente 

de receptor de morte e promove apoptose por liberação de citocromo c (Bantel et al., 1999). 

 O uso de Concanavalina A (ConA) como potencial agente anti-hepatoma tem sido 

intensamente estudado. Após a ligação de ConA a domínios de manose presentes em 

glicoconjugados de membrana celular, ocorre a internalização da lectina por endocitose 

mediada por clatrina. A lectina acumula-se preferencialmente na mitocôndria e 

subseqüentemente altera a permeabilidade de membrana mitocondrial (Lei e Chang, 2007). Já 

em melanoma (células A375) foi observado que a ConA exerce atividade anti-proliferativa e 

induz morte celular de uma maneira dependente de caspases com participação da via 

apoptótica mitocondrial (Liu et al., 2009).   

   

Cratylia mollis 

 

Cratylia mollis Mart. é o nome dado a uma planta nativa, perene da Região Semi-Árida 

do sertão do Estado de Pernambuco pertencente à família das Fabaceae, popularmente 

conhecida como feijão camaratuba ou camaratú (Figura 1). É utilizada como forrageira na 

alimentação de caprinos e bovinos, principalmente nos períodos de estiagem prolongada, 

quando esta apresenta uma maior importância por permanecer verde. Esta planta é de porte 

arbustivo e produz grandes quantidades de sementes (Santos et al, 2004). 
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Figura 1: Cratylia mollis Mart 

 

As sementes de C. Mollis foram avaliadas quanto à presença de lectinas (Cramoll) 

obtendo-se três isolectinas a partir de diferentes frações (F) de precipitados salinos (F0-40%, 

F40-60% e F60-80%). Cramoll 1, a isolectina mais abundante nas sementes desta planta, foi 

purificada através de F40-60%; desta fração obteve-se também por cromatografia de afinidade 

uma preparação purificada (Cramoll 1,4) (Figura 2), mistura de Cramoll 1 e sua isoforma, 

Cramoll 4, as quais podem ser separadas por cromatografia de troca iônica (Correia e Coelho, 

1995). Cramoll 2 e Cramoll 3 foram isoladas por Paiva e Coelho (1992). A classificação das 

isolectinas foi feita de acordo com a migração eletroforética em gel para proteínas básicas 

nativas; Cramoll 1 apresenta a maior migração (proteína mais básica), seguida de Cramoll 2; 

Cramoll 3 é a menos básica das três. Cramoll 1,4, Cramoll 1 e Cramoll 2 pertencem à classe 

das lectinas que se ligam à glicose/manose, Cramoll 3 é galactose específica, além de ser uma 

glicoproteína.  

 

 

    Figura 2: Estrutura terciária da lectina Cramoll 1,4 (De Souza et al., 2003). 
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As lectinas Cramoll 1,4 e Cramoll 1 vêm sendo estudadas quanto a suas aplicações em 

ensaios biológicos onde observou-se uma forte ligação destas lectinas a tecidos transformados, 

particularmente aqueles originados de tecidos mamários (Beltrão et al., 1998). Cramoll 1,4 

imobilizada em Sepharose 4B foi capaz de isolar a enzima lecitina colesterol aciltransferase, 

como também glicoproteínas do plasma humano (Lima et al., 1997). Cramoll 1 já foi 

cristalizada por técnica convencional e através da sua cristalização no espaço, experiência 

idealizada pelo Prof. Dr. Glaucius Oliva, em colaboração com a Agência Espacial Norte 

Americana (NASA); a seqüência de aminoácidos e estrutura terciária dessa lectina foi definida 

(De Souza et al., 2003). Os estudos das estruturas tridimensionais das diferentes formas 

moleculares de C. mollis permitirão uma caracterização mais fina da relação estrutura-função 

destas moléculas, especialmente no que diz respeito às diferentes isoformas, ampliando tanto o 

conhecimento na área básica como direcionando a utilização biotecnológica de cada família de 

proteínas. Com esses resultados, pretende-se, em uma fase mais avançada, clonar e expressar 

as lectinas que mostrem uma atividade biológica mais relevante, através do uso de biologia 

molecular, além da utilização de ressonância magnética nuclear (RMN) para resolver a 

estrutura ou domínios das referidas proteínas. 

 
 
MITOCÔNDRIAS 
 
 
Breve Histórico 

 

As mitocôndrias são organelas responsáveis pela conversão de energia de óxido-

redução para a forma de energia química necessária para os eventos celulares. Além dessa 

função, nos últimos 40 anos, as mitocôndrias têm emergido como organela central em 

processos de sinalização, injúria e morte celular, após a descoberta de novas proteínas e 

moduladores metabólitos nessas organelas (Inada et al., 2008). As mitocôndrias variam de 

tamanho, formato, quantidade e localização, dependendo do tipo e função celular (Nelson e 

Cox, 2000).  

Entre os primeiros pesquisadores que descobriram as mitocôndrias como organelas 

citoplasmáticas, merece destaque o cientista Köllinker, que descreveu a existência de 

grânulos organizados no sarcoplasma de músculo esquelético e os estudou por vários anos, 
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a partir de 1850. Esses grânulos, que por volta de 1890 foram chamados por Retzius de 

“sarcossomos”, eram na verdade as mitocôndrias de tecido muscular (Lehninger, 1964). 

A “nova era” das pesquisas com mitocôndrias iniciou-se com o trabalho de Bensley 

em 1930, que tentou isolar mitocôndrias de células de tecido hepático por centrifugação 

diferencial. Apesar de todo o esforço, Bensley não conseguiu isolar mitocôndrias intactas, 

porém o pioneirismo de seu trabalho foi destacado por reunir as pesquisas citológicas com 

as primeiras pesquisas bioquímicas de respiração mitocondrial. Em 1948, Hogeboom, 

Schneider e Palade alcançaram êxito em isolar mitocôndrias intactas de fígado de rato, por 

centrifugação diferencial (Lehninger, 1964). Em 1949, os bioquímicos norte-americanos 

Eugene Kennedy e Albert Lehninger isolaram mitocôndrias hepáticas e demonstraram que 

essa organela é o sítio celular responsável pela síntese de ATP, associada à oxidação de 

coenzimas (NADH + H+ e FADH2). Essa observação deu origem à fase moderna da 

investigação sobre os mecanismos de conversão de energia em sistemas que consomem 

oxigênio (Nelson e Cox, 2000). Durante cerca de 20 anos houve uma busca infrutífera por 

um suposto intermediário químico que seria responsável pelo acoplamento entre os 

processos de respiração e síntese de ATP. Em 1961, o bioquímico inglês Peter Mitchell, 

baseado na constatação de que a redução do oxigênio (O2) a água (H2O) pela cadeia 

respiratória gera um gradiente de prótons (H+) entre o meio interno (matriz) da mitocôndria 

e o espaço entre suas membranas interna e externa, propôs a teoria quimiosmótica da 

fosforilação oxidativa (Mitchell, 1961).  

 

Cadeia transportadora de elétrons e Fosforilação oxidativa 

 

A energia necessária para o processo de fosforilação oxidativa provém do potencial 

eletroquímico de prótons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o O2 à 

H2O. Esta energia é utilizada pela ATP sintetase para fosforilar o ADP à ATP. Assim, a 

cadeia respiratória converte a energia redox gerada pelo catabolismo em potencial de 

membrana mitocondrial, que é a força motriz para a fosforilação oxidativa (Mitchell, 1961). 

Normalmente, os elétrons provenientes das coenzimas NADH + H+ e FADH2, 

reduzidas durante a oxidação de carboidratos, aminoácidos e ácidos graxos, são transferidos 

ao átomo de ferro da NADH desidrogenase (complexo I, Figura 3). O complexo I transfere 
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seus elétrons à forma oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta 

coenzima (UQH2). Elétrons originados a partir do succinato passam para a UQ através do 

complexo II, resultando também na redução da coenzima Q. Em alguns tecidos a coenzima Q 

pode também ser reduzida pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (na presença de glicerol-3-

fosfato citosólico) ou pela ubiquinona oxirredutase (como resultado da β-oxidação de ácidos 

graxos). A UQH2 é então desprotonada, resultando na formação da espécie aniônica 

semiquinona (UQH•), a forma que doa elétrons ao citocromo c. Existem dois conjuntos 

separados de UQH•, um na face citoplasmática e outro na face matricial da membrana 

mitocondrial interna, e as duas formas de UQH• são oxidadas juntas, regenerando UQ e 

doando elétrons para o citocromo c. O citocromo c transfere elétrons para a citocromo 

oxidase (complexo IV, Figura 3). Este complexo é responsável pela transferência de elétrons 

para o oxigênio, resultando na geração de água, em um processo envolvendo quatro passos 

consecutivos de transferência de um elétron (Nicholls e Ferguson, 2002).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Cadeia respiratória mitocondrial e teoria quimiosmótica (adaptado de 
Nelson e Cox, 2000). Os números romanos indicam os quatro complexos respiratórios. Os 
elétrons do NADH + H+ e de outros substratos oxidáveis passam através de uma cadeia de 
transportadores arranjados assimetricamente na membrana. O fluxo de elétrons é 
acompanhado pela transferência de prótons através da membrana mitocondrial, produzindo 
tanto um gradiente químico (∆pH) quanto elétrico (∆ ). A membrana mitocondrial interna 
é impermeável aos prótons, os quais podem reentrar na matriz através de canais específicos 
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de prótons (Fo). A força próton-motora que impulsiona esses prótons de volta para a matriz 
fornece a energia para a síntese do ATP, catalisada pelo complexo F1 associado com Fo. 
 
 

Segundo Mitchell (1961), a passagem de elétrons através da seqüência de 

intermediários redox da cadeia respiratória permite um fluxo de H+ da matriz mitocondrial 

ao espaço intermembrana, contra um gradiente de concentração. A formação deste 

potencial eletroquímico transmembrânico seria o elemento inicial do acoplamento entre a 

oxidação de substratos e a utilização desta energia. O componente elétrico (∆Ψ) deste 

potencial atinge valores de aproximadamente 180 mV no estado de repouso, enquanto o 

componente químico (∆pH) oscila na faixa de 0 a 1 unidade de pH. O fluxo de H+ através 

da FoF1-ATP sintase, de volta ao interior da mitocôndria, desta vez a favor do gradiente, 

estaria diretamente acoplado à fosforilação do ADP. A ATP sintase, responsável por esta 

reação, é constituída de duas subunidades distintas denominadas F1, solúvel e localizada na 

matriz mitocondrial, e Fo, hidrofóbica e mergulhada na membrana mitocondrial interna, 

onde estão também localizados os complexos da cadeia respiratória (Mitchell, 1961). 

A geração de um gradiente eletroquímico transmembrânico de prótons (∆µH+) é um 

elemento central no aproveitamento de energia em sistemas biológicos. Evolutivamente 

este mecanismo é fundamental, já que é aproveitado tanto na fosforilação oxidativa em 

mitocôndrias quanto na fotossíntese, em cloroplastos. Além disso, este gradiente pode ser 

usado diretamente para processos endergônicos sem a participação de ATP. São exemplos 

deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP4- por ADP3-, a 

redução de NAD(P)+ pela transidrogenase específica e a captação eletroforética de Ca2+ que 

transporta duas cargas positivas para o interior da mitocôndria (Nicholls e Ferguson, 2002).   

Alguns mecanismos, denominados mecanismos de desacoplamento, são capazes de 

desviar o gradiente de H+ da síntese de ATP. Ânions de ácidos graxos (AG) possuem essa 

habilidade quando protonados, pois atravessam facilmente as membranas mitocondriais, 

carregando um próton para a matriz por mecanismo de “flip-flop” (Walter e Gutknecht, 

1984; Andreyev et al., 1989). Devido à alcalinidade da matriz em relação ao espaço 

intermembranas, o ácido graxo livre (AGL) é desprotonado no interior da mitocôndria e, 

em sua forma aniônica, pode ser transportado de volta ao espaço intermembranas por dois 

processos eletroforéticos: 1) pelo translocador de nucleotídeos de adenina (ANT), na 
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ausência de seus substratos específicos – ADP e ATP (Skulachev, 1991) e 2) por proteínas 

desacopladoras (UCPs) (Garlid et al., 1996). Esse transporte de ânions de AGLs para o 

espaço intermembranas é seguido pelo seu rápido retorno na forma protonada, constituindo 

um ciclo fútil, que resulta na transferência de um H+ para a matriz mitocondrial.  

A proteína desacopladora (UCP) foi descoberta em estudos com mitocôndrias de 

tecido adiposo marrom, sendo a responsável pelo desacoplamento da fosforilação oxidativa 

para a geração de calor (Nicholls, 1976). Posteriormente, essas proteínas foram também 

identificadas em plantas (PUMP) (Vercesi et al., 1995). Em mamíferos, foram identificadas 

outras isoformas de UCP em outros tecidos, designadas de UCP2 a UCP4. Sugere-se que 

essas proteínas podem atuar no controle de peso e na redução da geração de espécies 

reativas de oxigênio (EROs). No entanto, a função dessas novas isoformas ainda é incerta 

(para revisão Krauss et al., 2005).  

 
Homeostase de cálcio, EROs e Sistemas antioxidantes 
 
  

O cálcio (Ca2+) desempenha um importante papel como segundo mensageiro no 

controle de muitos processos biológicos, assim como, crescimento e diferenciação, 

motilidade e contração, endocitose, exocitose e secreção, e regulação do metabolismo 

intermediário (Campbell et al., 1983; Putney e Bird, 1993; Moreno et al., 1994). 

 A captação e liberação do Ca2+ através da membrana plasmática e organelas 

intracelulares ocorre pela ação conjunta de distintos sistemas de transporte responsáveis 

pelo controle da concentração de Ca2+ intracelular (Moreno et al., 2003). Para funcionar 

apropriadamente, a célula deve manter essa concentração a níveis baixos. Em células de 

mamíferos, a concentração de Ca2+ livre no citosol, em condições de repouso, é mantida na 

ordem de 0,1 µM, muito abaixo da concentração do Ca2+ extracelular, de 1 mM (Carafoli, 

1987; Reed, 1990; Nicotera et al., 1992). A estrutura de ácidos nucléicos e algumas 

proteínas podem ser danificadas por altas concentrações de Ca2+, entretanto níveis 

intermediários podem interferir no controle de quinases específicas e ativar proteases 

sensíveis a Ca2+ ou fosfolipases levando à morte celular. Falhas nos sistemas envolvidos na 

“proteção” citosólica contra altos níveis de Ca2+ é freqüentemente associada a danos 

irreversíveis (Gunter e Pfeiffer, 1990). O aumento de Ca2+ intramitocondrial pode levar à 

inibição da fosforilação oxidativa, uma vez que o complexo Ca-ADP formado compete 
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com Mg-ADP na ligação no sítio ativo da FoF1-ATP sintase (Vercesi et al., 1990). Assim, o 

aumento da concentração de Ca2+ intramitocondrial com a redução do nível de ATP pode 

conduzir à morte celular. 

 Alterações na permeabilidade da membrana mitocondrial interna induzidas por Ca2+ 

podem ocorrer em conseqüência da ação de EROs geradas na mitocôndria (Vercesi et al., 

1993; Vercesi e Hoffmann, 1993). Essas organelas são particularmente propensas à lesão 

oxidativa por EROs geradas continuamente pela cadeia respiratória mitocondrial (Boveris e 

Chance, 1973; Turrens, 1997; Kowaltowski et al., 1999) ou produzidas através do 

metabolismo de compostos endógenos, como o ácido 5-aminolevulínico, um precursor do 

heme, ou xenobióticos (Hermes-Lima, 1995). Muitos estudos associam a disfunção 

mitocondrial causada por EROs à morte celular tanto por necrose quanto por apoptose 

(Zamzami et al., 1997; Zhang et al., 1997; Zecchin et al., 2007). 

Normalmente, o oxigênio é reduzido à água pela citocromo c oxidase, em quatro 

passos consecutivos de um elétron, pois o oxigênio molecular apresenta uma configuração 

triplete (Depierre e Ernster, 1977). Esta enzima é altamente especializada neste processo, 

sendo capaz de se ligar fortemente ao oxigênio parcialmente reduzido, impedindo sua 

liberação antes da obtenção de sua redução total (para revisão, veja Turrens, 1997). Deste 

modo, a produção de ânions superóxido (O2
•-) através da redução monoeletrônica do O2 

pela citocromo c oxidase é praticamente inexistente. No entanto, até 2% do oxigênio 

consumido pela mitocôndria é convertido a O2
•- em passos intermediários da cadeia 

respiratória mitocondrial (Boveris e Chance, 1973; Turrens, 1997), principalmente nos 

complexos I (Turrens e Boveris, 1980) e III (Cadenas et al., 1977). A produção de O2
•- no 

complexo I é promovida pelos substratos dependentes de NAD tais como malato, 

glutamato, e piruvato e estimulada por rotenona, um inibidor da transferência de elétrons do 

complexo I à coenzima Q (Turrens e Boveris, 1980; Turrens, 1997; Kowaltowski et al., 

2009).  

O vazamento de elétrons da cadeia respiratória na coenzima Q ocorre 

provavelmente durante a doação de elétrons do ânion semiquinona, que é um radical livre, 

para o oxigênio. O vazamento de elétrons neste ponto é estimulado por succinato, cianeto e 

antimicina A (Boveris et al., 1976; Cadenas et al., 1977; Kowaltowski et al., 1998; Turrens, 

1997; Turrens et al., 1985). A antimicina A tem notadamente um grande papel 
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estimulatório, por bloquear a formação de UQH• na face matricial da membrana 

mitocondrial interna, promovendo um acúmulo de ânions semiquinona formados 

anteriormente na face citosólica da membrana mitocondrial interna. Mixotiazol, um 

inibidor da formação da UQH• na face citosólica da membrana interna mitocondrial, 

previne a geração de O2
•- neste ponto (Cadenas e Boveris, 1980; Kowaltowski et al., 1998; 

Turrens, 1997; Turrens et al., 1985).  

Como a geração mitocondrial de O2
•- é um processo contínuo e fisiológico, a 

mitocôndria possui eficientes sistemas antioxidantes, como enzimas tiólicas, superóxido 

dismutase dependente de manganês (MnSOD), glutationa, NADPH, vitaminas E e C 

(Sutton e Winterbourn, 1989; Watabe et al., 1997; Netto et al., 2002).  

Além dos sistemas antioxidantes, a mitocôndria possui mecanismos que promovem 

um leve desacoplamento da fosforilação oxidativa e podem diminuir a geração de EROs 

(Skulachev, 1991). Entre eles estão as UCPs (Klingenberg et al., 2001), o translocador de 

nucleotídeos de adenina (ANT) (Samartsev et al., 1997) e os canais de K+ sensíveis a ATP 

(mitoKATP) (Ferranti et al., 2003). Eles promovem uma pequena diminuição do potencial 

eletroquímico de H+ suficiente para aumentar o consumo de O2 e mudar o estado redox dos 

transportadores de elétrons da cadeia respiratória. Essa alteração é suficiente para diminuir 

a redução monoeletrônica de oxigênio em estágios intermediários da cadeia de transporte 

de elétrons, principalmente nos complexos I e III (Skulachev, 1991). 

Quando ocorre um desequilíbrio com predominância de EROs em relação aos 

sistemas antioxidantes gera-se um estado de estresse oxidativo, que pode causar danos 

mitocondriais. Tanto os lipídeos, como as proteínas de membrana e o DNA mitocondrial 

são alvos de ação de EROs (Mehrotra et al., 1991; Vercesi 1993a; Vercesi e Hoffmann, 

1993; Castilho et al., 1994; Mertens et al., 1995; Kowaltowski et al., 2009).   

 
Transição de Permeabilidade Mitocondrial (TPM) 

 

A transição de permeabilidade mitocondrial (TPM) é caracterizada por uma 

permeabilização progressiva da membrana mitocondrial interna, que gradativamente se 

torna permeável a prótons, íons, suporte osmótico e até mesmo pequenas proteínas. O Ca2+ 
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parece ser o principal agente estimulador da geração mitocondrial de EROs (Kowaltowski 

et al., 2001). Este fenômeno foi primeiramente caracterizado por Hunter e Haworth, no 

final dos anos 70, e foi sugerido ser o resultado da abertura de um poro de tamanho 

discreto, que permite a passagem de moléculas com aproximadamente 1,5 kDa, na 

membrana mitocondrial interna (Haworth e Hunter, 1979). A estrutura básica do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial (PTPM) é sugerida contendo o canal ânion 

voltagem dependente (VDAC), o translocador de nucleotídeos de adenina (ANT) e a 

ciclofilina-D (CyD), um membro de uma família de isomerases de alta homologia cis-trans 

peptil-prolil (Haworth e Hunter, 1979; Zoratti e Szabò, 1995; Brustovetsky e Klingenberg, 

1996; Green e Reed, 1998; Woodfield et al., 1998; Crompton, 1999; Scheffler, 2001). 

Acredita-se que essas proteínas interagem com sítios específicos entre as membranas 

mitocondriais externa e interna e formam a estrutura básica do PTPM, interagindo 

possivelmente com outros constituintes, incluindo o receptor benzodiazepínico, bem como 

com a creatina e adenilato quinases (Fagian et al., 1990; Zoratti e Szabò, 1995; Crompton et 

al., 1998; Green e Reed, 1998; Crompton, 2000; Breckenridge e Xue, 2004). Estudos 

recentes com nocautes gênicos contestaram a validade desse modelo mostrando que em 

mitocôndrias deficientes em ANT, VDAC e mesmo CyD ocorre transição de 

permeabilidade mitocondrial, tendo no entanto algumas propriedades alteradas (Kokoszka 

et al., 2004; Krauskopf et al., 2006; Juhaszova et al., 2008). Por exemplo, em mitocôndrias 

deficientes de ANT, o ligante do ANT, atractilosídeo, não promove a abertura do PTPM 

(Lemasters et al., 2009). Estudos recentes do nosso grupo demonstraram a abertura do 

PTPM em mitoplastos, que são mitocôndrias sem a membrana externa, mostrando que 

mesmo na ausência de VDAC (que localiza-se na membrana mitocondrial externa) ocorre a 

abertura do PTPM na presença de Ca2+ e de outros indutores (Ronchi et al – dados não 

publicados).  

A CyD contribui para a abertura do PTPM provavelmente devido uma mudança 

conformacional das proteínas da membrana interna. Recentes estudos com animais 

deficientes de CyD mostraram que essa estrutura é importante para a TPM e que esses 

camundongos são resistentes à morte celular causada por injúria isquêmica e a indução de 

TPM nesses animais requer elevadas concentrações de Ca2+ (Nakagawa et al., 2005; Baines 

et al., 2005; Lemasters et al., 2009). A ciclosporina A (CsA) é um dos mais efetivos 
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membros da família dos endecapeptídeos cíclicos, que atuam como imunossupressores e foi 

descoberta como um potente inibidor do PTPM (Fournier et al., 1987; Crompton et al., 

1988; Broekemeier et al., 1989). Estudos têm demonstrado que o efeito inibitório da CsA 

na abertura do PTPM é mediado pela CyD (Halestrap et al., 1998). 

A TPM induzida por Ca2+ pode ser estimulada por um grande número de compostos 

conhecidos como indutores (Zoratti e Szabò, 1995), que incluem o fosfato inorgânico (Pi) 

(Rossi e Lehningher, 1964), oxidantes de nucleotídeos de piridina (Lehninger et al., 1978; 

Castilho et al., 1995; Kowaltowski et al., 1996a, 1996b; Vercesi et al., 1997), protonóforos 

(Bernardi, 1992) e reagentes ditiólicos (Lenartowicz et al., 1991; Bernardes et al., 1994). A 

maioria destes indutores são compostos capazes de aumentar o estresse oxidativo 

mitocondrial promovido pelo Ca2+ (Castilho et al., 1995; Kowaltowski et al., 1996a, 1996b; 

Vercesi et al., 1997). 

A primeira evidência de que a TPM era causada por EROs geradas pela mitocôndria 

foi apresentada quando Lehninger e co-autores demonstraram que o estado oxidado de 

nucleotídeos de piridina estimulava o efluxo de Ca2+ mitocondrial (Lehninger et al., 1978), 

resultados estes confirmados por trabalhos posteriores (Vercesi 1984a, 1984b; Vercesi e 

Pereira-da-Silva, 1984). Este efluxo foi posteriormente atribuído a uma permeabilização 

mitocondrial não específica (Nicholls e Brand, 1980). Os oxidantes de nucleotídeos de 

piridina promovem o acúmulo de H2O2 em mitocôndrias porque o sistema glutationa 

peroxidase/glutationa redutase mitocondrial é reduzido por nucleotídeos de piridina 

(Meister e Anderson, 1983; Chance et al., 1979). Experimentos comprovando que a 

catalase, o quelante de Fe2+ o-fenantrolina e a anóxia inibem a TPM induzida por Ca2+ e 

próoxidantes (Valle et al., 1993; Castilho et al., 1995) confirmaram que a TPM é 

dependente de EROs geradas pela mitocôndria.  

A Figura 4 representa o modelo proposto para explicar a formação do poro induzido 

pelo Ca2+ e EROs. O Ca2+ intramitocondrial liga-se a cardiolipina na face interna da 

membrana mitocondrial interna causando alteração ultraestrutural da cadeia respiratória que 

facilita a produção de O2
•- e conseqüentemente de H2O2 (Grijalba et al., 1999). Este lipídeo 

possui cabeça polar eletronegativa e está presente em altas concentrações (14-23%) na 

membrana mitocondrial interna, em uma grande variedade de tecidos. Simultaneamente, o 

Ca2+ mobiliza Fe2+ na matriz mitocondrial que estimula a reação de Fenton e a produção de 
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radical hidroxil que ataca tióis de proteínas, lipídeos e DNA mitocondrial (Merryfield e 

Lardy, 1982; Castilho et al., 1995; Vercesi et al., 1997). A diminuição de NAD(P)H e GSH 

causada por pró-oxidantes prejudica a eliminação de H2O2 pelas enzimas glutationa 

peroxidase (GP) e glutationa redutase (GR). Na presença de altas concentrações de fosfato 

inorgânico (Pi), a enolização de aldeídos (Indig et al., 1988) formados por lipoperoxidação 

de ácidos graxos poliinsaturados (PUFA) leva a produção final de espécies tripletes que 

estimulam o processo de lipoperoxidação dos PUFA da membrana (Kowaltowski et al., 

1996a, 1996b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Modelo proposto para explicar a formação do poro de transição de 
permeabilidade induzido por Ca2+ e EROs na membrana mitocondrial interna 
(Kowaltowski et al., 2001). A cadeia respiratória, inserida na membrana mitocondrial 
interna, constantemente gera pequenas quantidades de radicais O2

•-. Estes radicais são 
normalmente removidos pela Mn-superóxido dismutase (MnSOD), que promove a geração 
de H2O2. O H2O2 é então reduzido à H2O pela glutationa peroxidase (GP), tioredoxina 
peroxidase (TP) ou catalase (em mitocôndria de coração). GSH, oxidado pela GP, e TSH, 
oxidado pela TP, são recuperados pelo sistema enzimático glutationa e tioredoxina 
redutases (GR e TR), que usam NADPH como doador de elétrons. NADH, que está 
presente em quantidades reguladas pela respiração, reduz então NADP+ usando a NAD(P) 
transidrogenase (TH). Quando a geração de O2

•- aumenta na presença de Ca2+ e Pi, e/ou os 
mecanismos de remoção de H2O2 estão inativados, H2O2 acumula-se e na presença de Fe2+, 
gera o radical OH• altamente reativo. OH• oxida grupos tiólicos (-SH) do complexo do poro 
de TPM, levando à formação e abertura do poro. Alternativamente, OH• pode promover 
permeabilização da membrana através da peroxidação lipídica, um processo fortemente 
estimulado por Pi. 
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 O conteúdo protéico das membranas mitocondriais pode chegar a 75% na 

membrana mitocondrial interna (Lehninger, 1964; Nicholls e Ferguson, 2002). Devido ao 

alto conteúdo protéico da membrana mitocondrial interna, é esperado que estas proteínas 

sejam um dos principais alvos das EROs geradas pela mitocôndria e induzidos por Ca2+ 

(Fagian et al., 1990; Valle et al., 1993; Castilho et al., 1995; Kowaltowski et al., 1996a, 

1996b). As EROs, principalmente o radical hidroxil, são capazes de oxidar resíduos de 

cisteína e metionina protéicos, levando à formação de ligações cruzadas S-S e sulfóxido de 

metionina, respectivamente. A disfunção mitocondrial devido à oxidação de proteínas da 

membrana mitocondrial parece estar associada principalmente, à oxidação de resíduos de 

cisteína (Fagian et al., 1990; Castilho et al., 1996). 

 

Mitocôndrias e o Processo de Morte Celular 

 A morte celular, segundo Kroemer et al. (2009), pode ser classificada de acordo 

com vários aspectos: aparência morfológica (que pode ser apoptótica, necrótica, autofágica 

ou associada com mitose), critérios enzimáticos (com e/ou sem envolvimento de nucleases 

ou de distintas classes de proteases, como caspases, calpainas, catepsinas e 

transglutaminases), aspectos funcionais (programada ou acidental, fisiológica ou 

patológica) ou características imunológicas (imunogênica ou não imunogênica).  

 Para que uma célula seja considerada morta um dos seguintes critérios morfológicos 

ou moleculares devem ser encontrados: perda da integridade de membrana plasmática, pela 

incorporação de corantes vitais in vitro (como o iodeto de propídeo); ou quando a célula, 

incluindo seu núcleo, sofre completa fragmentação em corpos discretos (conhecidos como 

“corpos apoptóticos”); e/ou quando verifica-se in vivo o englobamento da célula morta (ou 

fragmentos celulares) por uma célula adjacente (Kroemer et al., 2009). Esses eventos de 

morte celular podem ou não ter participação da mitocôndria. 

A TPM é um mecanismo comum de disfunção da mitocôndria que ocorre na morte 

celular, e está relacionado à liberação de fatores pró-apoptóticos mitocondriais, devido ao 

inchamento da organela, com ruptura da membrana mitocondrial externa (Green e Reed, 

1998; Green e Kroemer, 2005). A morte celular apoptótica ocorre de forma regulada e 
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apresenta várias características como arredondamento celular, retração de pseudópodes, 

redução de volume celular (piquinose), condensação de cromatina, fragmentação nuclear, 

discreta ou nenhuma modificação ultra-estrutural de organelas citoplasmáticas, protrusões 

de membrana plasmática, porém com manutenção de sua integridade até os estágios finais 

do processo e englobamento por fagócitos mononucleares (in vivo) (Kroemer et al., 2009).    

Há vários mecanismos descritos pelos quais as proteínas mitocondriais regulatórias 

de apoptose podem ser liberadas para o citosol. Esses mecanismos são divididos em dois 

grupos: (i) aqueles que envolvem permeabilização da membrana interna com inchamento 

mitocondrial, perda do potencial de membrana e habilidade de sintetizar ATP, como ocorre 

após a TPM e (ii) aqueles que envolvem apenas a permeabilização da membrana externa e 

permitem a manutenção da função mitocondrial (Green e Reed, 1998; Crompton, 1999; 

Spierings et al., 2005). O primeiro mecanismo é típico de condições em que ocorre 

“apoptose acidental”. O segundo mecanismo pode ser observado tanto na “apoptose 

acidental” quanto na morte celular programada (Crompton, 1999). Neste caso, ocorre uma 

permeabilização da membrana externa provocada por membros pró-apoptóticos da família 

Bcl-2 como Bax, Bak e Bok. Essas proteínas, habitualmente citosólicas, formam poros na 

membrana externa de modo estimulado por membros da família Bcl-2 que contém apenas o 

domínio BH3 (Bid e Bad) e inibido por Bcl-2, Bcl-xl e Bcl-w (Adams e Cory, 2001; 

Zimmermann et al. 2001; Green e Kroemer, 2005).  

A apoptose é coordenada por um conjunto de proteases cisteína/aspartato-

específicas conhecidas como caspases (Thornberry e Lazebnik, 1998, Zimmermann et al., 

2001; Strasser et al., 2000; Green, 2000). Essas proteases são sintetizadas como precursores 

inativos e, mediante estímulos apoptóticos, sofrem ativação proteolítica. Várias proteínas 

podem regular a ativação de caspases, um número grande dessas proteínas tem localização 

ou interação mitocondrial (Ravagnan et al., 2002). O citocromo c, normalmente localizado 

no espaço intermembranas mitocondrial, pode ser liberado para o citosol, onde se liga a 

Apaf-1 (“apoptosis activating factor 1”) e caspase 9, formando o apoptosomo, complexo de 

alto peso molecular responsável pela clivagem de várias pró-caspases (Zimmermann et al., 

2001, Ravagnan et al., 2002). As mitocôndrias também contém a proteína Smac/DIABLO, 

que inativa proteínas citosólicas responsáveis pela inibição de caspases (Du et al., 2000, 
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Verhagen et al., 2000, Ravagnan et al., 2002). Também merece destaque, o AIF (“apoptosis 

inducing factor”), uma proteína capaz de induzir condensação da cromatina nuclear de 

modo independente da ativação de caspases, e a endonuclease G, capaz de promover 

diretamente a fragmentação de DNA nuclear, estão normalmente localizados no espaço 

intermembranas mitocondrial e migram para o citosol mediante estímulos pró-apoptóticos 

(Lorenzo et al., 1999, Van Loo et al., 2001, Ravagnan et al., 2002). 

Uma outra forma de morte celular, a necrose, durante muito tempo foi avaliada 

como um processo de morte acidental e descontrolado, mas vários trabalhos têm mostrado 

evidências que a execução de morte celular necrótica pode ser finamente regulada por um 

conjunto de vias de transdução de sinais e mecanismos catabólicos. Por exemplo, domínios 

de receptores de morte (TNFR1, Fas/CD95 e TRAIL-R) e receptores “Toll-like” (TLR3 e 

TLR4) têm demonstrado que provocam necrose, particularmente na presença de inibidores 

de caspases (Festjens et al., 2006). Embora ainda não seja um consenso, alguns autores têm 

sugerido o termo “necroptose” para indicar uma necrose regulada, que depende 

principalmente da atividade serina/treonina quinase de RIP1, a fim de diferenciá-la de uma 

necrose acidental (Kroemer et al., 2009). 

Diversos mediadores, organelas e processos celulares têm sido implicados na morte 

celular necrótica, mas ainda não é claro como esses eventos interagem uns com os outros 

(Kroemer et al., 2009). No entanto, é conhecido que esse fenômeno inclui alterações 

mitocondriais (desacoplamento, produção de espécies reativas de oxigênio, estresse 

nitroxidativo por óxido nítrico ou compostos similares e permeabilização de membrana 

mitocondrial, freqüentemente controlada pela ciclofilina D), alterações lisossomais 

(produção de espécies reativas de oxigênio por reação de Fenton e permeabilização de 

membrana lisossomal), mudanças nucleares (hiperativação de PARP-1 e concomitante 

hidrólise de NAD+), degradação lipídica (ativação de fosfolipases, lipoxigenases e 

esfingomielinases), aumento na concentração de Ca2+ citosólico que resulta em sobrecarga 

mitocondrial e ativação de proteases não caspases (calpainas e catepsinas). Ainda hoje, 

apesar do conhecimento de todas essas alterações, a caracterização de uma morte celular 

por necrose é avaliada principalmente por permeabilização de membrana plasmática 

precoce e ausência de marcadores apoptóticos ou autofágicos (Kroemer et al., 2009). 
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ASPECTOS GERAIS DA TRIPANOSSOMÍASE AMERICANA 
 
 
O parasita Trypanosoma cruzi 
 

O T. cruzi, descoberto pelo cientista brasileiro Carlos Chagas em 1909 e causador 

da conhecida doença de Chagas ou tripanossomíase americana, é um protozoário flagelado 

pertencente ao gênero Trypanosoma; família Trypanosomatidae; ordem Kinetoplastida; 

superclasse Mastigophora; sub-filo Sarcomastigophora e filo Protozoa. Apresenta três 

formas evolutivas: tripomastigota, epimastigota e amastigota, morfologicamente distintas 

pela posição do cinetoplasto em relação ao núcleo e a inserção do flagelo. O cinetoplasto é 

uma estrutura bastante especializada onde se concentra todo DNA mitocondrial do parasita. 

As formas tripomastigotas têm seu cinetoplasto na parte posterior do parasita em relação ao 

flagelo; nas epimastigotas, o mesmo se encontra na região entre o núcleo e a base do 

flagelo e nas formas amastigotas, o cinetoplasto encontra-se próximo ao núcleo e na região 

do flagelo que é muito reduzido ou ausente nesta forma (Brener, 1992). 

O T. cruzi é transmitido por mais de 130 espécies de insetos da ordem Hemíptera, 

família Reduviidae, subfamília Triatominae (Barret et al., 2003). Cinco espécies têm 

especial importância epidemiológica: Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. dimidiata, 

Rhodinius prolixus e Panstrongylus megistus. Não apenas o hospedeiro humano, mas um 

grande espectro de mamíferos pode ser infectado e atuar como reservatório do parasita 

(WHO, 2002). 

A organização mundial de saúde estima que 100 milhões de pessoas correm o risco 

de serem infectadas, principalmente pela picada de insetos triatomíneos (Branche et al., 

2006). A infecção humana prevalece em 21 países da América Latina, desde o México até 

Argentina e Chile (WHO, 2002; OPS, 2006). A maior parte dos casos de infecção humana, 

ou de outros vertebrados, é causada pela via vetorial, importante via de disseminação do 

parasita, conseqüência do contato da pele ou mucosas com as fezes ou urina de insetos 

hematófagos contaminados pelo T. cruzi (Schumuñis, 2000). Com relação a esse tipo de 

transmissão, em 2006, o Brasil recebeu o certificado de eliminação da transmissão pelo 

Triatoma infestans, considerado o principal vetor. 

A transmissão congênita e a transfusão sangüínea são causas preocupantes de 

infecção, sendo a congênita a mais importante, por conta dos efeitos colaterais causados 
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nas mães e bebês pelos medicamentos disponíveis (Gürtler et al., 2003). Existem outras 

formas de transmissão do T. cruzi, como a transmissão oral por ingestão de alimentos 

contaminados, transplantes de órgãos infectados e acidentes laboratoriais (WHO, 2002).  

O ciclo de vida do T. cruzi alterna entre mamíferos e insetos vetores com diferentes 

formas evolutivas em cada hospedeiro. No intestino de insetos triatomíneos (região 

mediana) encontram-se as formas replicativas denominadas epimastigotas, que se 

diferenciam para formas não replicativas denominadas tripomastigotas metacíclicos que 

são encontrados na parte posterior do intestino do inseto e são eliminados através das fezes 

quando o inseto vetor pica o hospedeiro mamífero. Uma vez no hospedeiro vertebrado, os 

tripomastigotas metacíclicos invadem vários tipos de células e transformam-se em 

amastigotas, que se reproduzem por fissão binária. Os amastigotas se diferenciam em 

tripomastigotas e, após ruptura celular, vão para corrente sangüínea e invadem novas 

células. Quando os tripomastigotas sangüíneos são ingeridos por um inseto triatomíneo, 

transformam-se em epimastigotas fechando assim o ciclo biológico do parasita (Figura 5). 

 

 

Figura 5: Ciclo Biológico do Trypanosoma cruzi. Fonte: Adaptado do Centro para Controle 
de Doenças e Prevenção(CDC): http://www.dpd.cdc.gov/dpdx. 
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A doença de Chagas 

A doença de Chagas é um sério problema de saúde que afeta aproximadamente 15 

milhões de pessoas nas Américas Central e do Sul sendo registradas de 50.000 a 200.000 

novas infecções a cada ano (Tarleton et al., 2007). Nos últimos anos, diversos casos têm 

sido registrados no Brasil, com destaque para a região amazônica, antes considerada de 

baixa endemicidade (Dias et al., 2002). Essa região atualmente registra aproximadamente 

600 casos da forma aguda da doença de Chagas caracterizando essa doença como 

emergente nessa região (Valente et al., 2009). Fatores econômicos e/ou políticos têm 

aumentado a migração de pessoas de países endêmicos para outros países, onde estão sendo 

detectados casos de infecção humana através de transfusões de sangue, transplante de 

órgãos infectados e infecção congênita (Schmunis et al., 2007a), transformando a doença 

de Chagas de um problema rural da América Latina para um problema global (Schmunis et 

al., 2007).  

Em relação às fases clínicas, a doença de Chagas pode ser dividida em aguda e 

crônica, sendo a crônica subdividida em indeterminada, cardíaca, digestiva e nervosa. 

A fase aguda da doença, cujas características aparecem de 7 a 10 dias após a 

infecção, faz com que o paciente apresente sintomas atípicos e de difícil diagnóstico; os 

sinais da infecção são caracterizados por inchaço na região da picada semelhante a um 

furúnculo ao qual se dá o nome de “chagoma de inoculação” (Brener, 1992). Durante a fase 

aguda da doença, o T. cruzi conduz a um estado de imuno-comprometimento envolvendo 

as células do timo e uma intensa ativação policlonal de linfócitos (Reina-San Martin et al., 

2000). 

Na fase crônica indeterminada da doença de Chagas, ocorre baixo nível de 

parasitemia e alto teor de anticorpos. Após a fase aguda, a maioria dos pacientes evolui 

durante uma ou duas décadas nesta forma indeterminada, na qual, embora exista a infecção 

ativa, praticamente não há lesões clinicamente demonstráveis e os órgãos e sistemas se 

encontram preservados (Cimerman e Cimerman, 1999). Nesta fase, as pessoas infectadas 

que moram em áreas endêmicas são importantes reservatórios do parasita (WHO, 2002). 

Em média, 20 anos após a infecção, cerca de 40 % dos pacientes desenvolvem 

sinais patológicos característicos da doença de Chagas, como cardiomiopatia, danos do 
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sistema nervoso periférico e disfunção do sistema digestivo que conduz ao megaesôfago 

e/ou megacólon (WHO, 2002).  

A forma crônica cardíaca é a mais importante por sua elevada morbimortalidade nas 

áreas endêmicas. Inflamação crônica, miocitólise e fibrose ocorrem progressivamente nos 

três folhetos do órgão, cujo volume pode ser normal, pequeno ou aumentado. As principais 

lesões ocorrem no miocárdio, com importante destruição de miocélulas e do sistema 

excitocondutor, o que origina as síndromes básicas, respectivamente, de insuficiência 

cardíaca e arritimias. Na fase crônica digestiva, todo o tubo digestivo é acometido e as 

lesões predominam no esôfago e cólon terminal. Macroscopicamente, o segmento pode 

apresentar-se absolutamente normal (estágios iniciais, ocorrendo somente disfunção 

motora) ou progressivamente dilatado (megaesôfago, megacólon, megaestômago). No 

cólon, complicação freqüente e grave nos casos mais avançados é uma torção de alça, mais 

comum na sigmóide (Cimerman e Cimerman, 1999). 

A forma nervosa crônica atinge o sistema nervos autônomo, provocando disfunções 

motoras e secretórias periféricas, geralmente discretas e pouco perceptíveis. As lesões no 

sistema nervoso central podem ocorrer nos casos de reativação da doença em pacientes 

imunodeficientes (Pittella, 1993; Acquatella, 1998). 

A terapia utilizada no tratamento da doença de Chagas é baseada no benznidazol e 

nifurtimox, drogas capazes de eliminar a parasitemia e reduzir títulos sorológicos na fase 

aguda da infecção, mas não são efetivas na fase crônica da mesma. Além disso, essas 

drogas podem causar sérios problemas de saúde decorrentes da sua alta toxicidade (Leite et 

al., 2006).  

O nifurtimox não está mais sendo comercializado no Brasil devido à resistência 

apresentada pelas cepas brasileiras (Coura e Castro, 2002). O aparecimento de resistência 

torna imprescindível a descoberta de novos agentes terapêuticos de origem natural 

(Newman et al., 2000), semi-sintéticos ou sintéticos, além da utilização da biologia 

molecular para caracterizar a suscetibilidade das cepas infectantes às substâncias em 

questão (Murta et al., 1998). 

O uso de novos compostos de origem natural tem sido usado com sucesso no 

tratamento de algumas doenças parasitárias. Alguns extratos, como também compostos 
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puros obtidos de plantas tem sido reportado por apresentar significantes atividades anti-

protozoárias sem grandes efeitos adversos (Güida et al., 2007). 

Por ser um parasita que apresenta diversas formas evolutivas durante seu ciclo 

biológico e uma alta capacidade de se adaptar ao meio que vive faz-se necessário estudos 

científicos no sentido de compreender melhor a maquinaria celular do parasita a fim de 

possibilitar o desenvolvimento de drogas mais específicas, sem grandes efeitos citotóxicos 

ao paciente. 

 

Metabolismo energético de Tripanossomatídeos 

 

  As formas epimastigotas de T. cruzi podem consumir ativamente carboidratos e 

aminoácidos do meio. A oxidação da glicose, pelas diferentes formas desse parasita, resulta 

na produção de CO2 e outras moléculas, principalmente succinato e L-alanina (Cazzulo, 

1994). O T. cruzi não apresenta reservas intracelulares de glicose, como glicogênio ou 

amido. Por conseguinte, a glicose é importada constantemente do meio externo (a partir do 

sangue de mamíferos, por exemplo) através de transportadores de hexoses (Miletti et al., 

2006). Foi observado que epimastigotas degradam preferencialmente glicose, mas possuem 

capacidade de metabolizar aminoácidos, principlamente a L-prolina, quando a glicose do 

meio é esgotada (Cazzulo, 1994). 

 Ao contrário da maior parte dos eucariotos onde a via glicolítica ocorre no 

citoplasma, nos tripanossomatídeos esta via ocorre dentro de uma organela denominada 

glicossomo, exceto a síntese de fosfoenolpiruvato que ocorre no citosol (Cazzulo, 1994; 

Bringaud et al., 2006). O oxaloacetato, o produto final da oxidação da glicose, é reduzido a 

malato pela malato desidrogenase glicossomal. Na matriz mitocondrial, o malato pode ser 

reduzido a fumarato, que por ação da NADH-fumarato redutase pode ser reduzido a 

succinato (principal doador de elétrons) que é oxidado pela cadeia respiratória. 

 O T. cruzi também apresenta uma via alternativa de oxidação de glicose, a via das 

pentoses fosfato, que leva à produção de ribose-5-fosfato e NADPH. Esta coenzima atua 

como doadora de hidrogênio em sínteses redutoras (como síntese de ácidos graxos e 

colesterol) e em reações de proteção contra agentes oxidantes (Maugeri e Cazzulo, 2004). 
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Em tripanossomatídeos, as enzimas dessa via encontram-se tanto no glicossomo quanto no 

citosol (Heise et al., 1999; Duffieux et al., 2000). 

 Tem sido descrito que nos três estágios de desenvolvimento de T. cruzi 

(epimastigota, amastigota e triomastigota) o parasita apresenta ciclo de Krebs e cadeia 

respiratória (Docampo et al., 1978; Cazzulo, 1994). 

 Um fato que merece bastante importância nesses parasitas é a existência de uma 

mitocôndria única, multilobulada, que ocupa aproximadamente 12 % do volume celular 

(Paulin et al., 1975). Na matriz mitocondrial encontra-se o cinetoplasto (DNA 

mitocondrial) que é responsável pela síntese dos citocromos a, a3 e b (Docampo et al., 

1978) podendo assim, regular o metabolismo aeróbico destes parasitas (Affranchino et al., 

1986). 

 Semelhantemente como ocorre em mamíferos, o T. cruzi apresenta uma completa 

maquinaria enzimática voltada para o metabolismo oxidativo. Isto inclui uma cadeia de 

transporte de elétrons funcional, que contém citocromos, além de outros componentes, 

capaz de gerar um gradiente de prótons que é utilizado pela F1Fo-ATP sintase para a 

produção de ATP. É desconhecido o mecanismo exato pelo qual os tripanossomatídeos 

regulam a fosforilação oxidativa. No entanto, os níveis de substratos disponíveis, oxigênio, 

ADP e equivalentes reduzidos podem ter um papel importante, assim como o grau de 

acoplamento entre a respiração e a fosforilação oxidativa (Bringaud et al., 2006). 

 O complexo I (NADH: ubiquinona oxidoredutase) da cadeia respiratória desse 

parasita apresenta características particulares que o diferencia do complexo I de humanos. 

Vários autores questionam a funcionabilidade desse complexo na transferência de elétrons 

por conta de algumas observações específicas: a oxidação de NADH é insensível a 

rotenona (inibidor clássico do complexo I em humanos); nenhum substrato dependente de 

NADH é capaz de promover a fosforilação de ADP em formas procíclicas de T. brucei 

permeabilizadas com digitonina; e a redução do citocromo c por NADH ou por substratos 

dependentes de NADH é insensível a antimicina A, indicando que os elétrons do NADH 

não alcançam o citocromo c via complexo III (Turrens, 1989). Recentemente, Carranza et 

al., 2009 demonstraram que cepas de T. cruzi com deleções em genes específicos do 

complexo I não apresentaram diferenças no potencial elétrico de membrana mitocondrial e 

no consumo de oxigênio quando comparado com cepas normais. Além disso, esse estudo 
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mostrou que uma considerável fração de NADH mitocondrial é oxidada pela fumarato 

redutase NADH dependente. Acredita-se que apesar de não ter uma clara função no 

transporte de elétrons ao longo da cadeia, o complexo I atuaria na formação de super-

complexos possibilitando uma transferência de elétrons mais eficiente (Lazarou et al., 

2007).  

 Conforme descrito, o metabolismo energético de tripanossomatídeos apresenta 

características particulares, além de um sistema enzimático bastante especializado que 

permite o parasita se adaptar às diferentes condições do meio. Isso ressalta a importância de 

estudos bioquímicos com ênfase na bioenergética mitocondrial a fim de se conhecer melhor 

a maquinaria celular desse parasita. 

 

Homeostase de Ca2+ em Tripanossomatídeos 

  

 O T. cruzi tem um complexo ciclo de vida envolvendo diferentes estágios 

morfológicos que se adaptam a uma variedade de condições impostas pelo vetor e 

hospedeiro mamífero. Enquanto a forma sanguínea tripomastigota e o estágio epimastigota 

de T. cruzi encontrado no inseto vetor proliferam em meio onde a concentração de cálcio é 

muito alta (da ordem de 1 mM), os amastigotas vivem em um meio intracelular onde a 

concentração de cálcio livre é muito baixa (da ordem de 0,1 µM). Essas mudanças 

dramáticas na concentração de cálcio livre no meio durante o ciclo de vida deste parasita 

sugere que a homeostase de Ca2+ deve diferir entre amastigotas e os outros estágios do 

parasita, assim como, entre amastigotas e células hospedeiras (Vercesi et al., 1994).  

 Em tripanosomatídeos, a participação de Ca2+ durante o processo de invasão celular 

tem sido demonstrada, embora a exigência para a elevação do cálcio citosólico na célula 

hospedeira tenha variado entre os parasitas. Em T. cruzi, um aumento na concentração de 

Ca2+ intracelular é requerido para invasão celular, em adição à mobilização de Ca2+ na 

célula hospedeira (Moreno et al., 1994; Burleigh e Andrews, 1998). Uma baixa 

internalização dos parasitas ocorreu quando células hospedeiras foram tratadas, antes e 

durante suas interações com tripomastigotas, com um quelante de cálcio (EDTA) ou 

verapamil, um bloqueador do canal de cálcio (Osuna et al, 1990) ou quando tripomastigotas 

foram tratados com quin-2AM (quin 2 acetoximetil ester), um quelante de cálcio (Moreno 
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et al., 1994). No sentido inverso, quando tripomastigotas foram pré-tratados com 

ionomicina, um ionóforo de cálcio, alta taxa de infectividade foi observada (Yakubu et al, 

1994).  

 A elevação do Ca2+ intracelular também foi observada em promastigotas de L. 

mexicana amazonensis após a invasão de macrófagos, mas diferentemente de T. cruzi, um 

aumento transitório no Ca2+ intracelular foi detectado nessas células e rapidamente 

retornaram aos níveis basais. Após tratamento de macrófagos com BAPTA-AM, outro 

quelante de cálcio, não houve mudança na taxa de infecção (Lu et al, 1997). 

 Os sistemas de transporte de cálcio em T. cruzi precisa ser bastante eficiente para 

manter a grande diferença existente entre os meios externo e interno. No soro e fluidos 

extracelulares a concentração de Ca2+ livre ionizado (na faixa de mM) é 10.000 vezes maior 

que os níveis citosólicos (variando de 100 a 300 nM) (Gunter e Pfeiffer, 1990). Em 

tripanosomatídeos, a operação conjunta de distintos mecanismos transportadores de Ca2+ na 

membrana plasmática, mitocôndria e retículo endoplasmático regulam a concentração 

citosólica de Ca2+ na faixa de 70-150 nM (Vercesi et al, 1991) dependendo do parasita. 

 Em T. cruzi, a captação de cálcio mitocondrial através de um uniporter de Ca2+, 

depende da presença do potencial elétrico de membrana mitocondrial, gerado pela 

respiração ou hidrólise de ATP, que fornece a força motriz para o acúmulo de Ca2+ (Vercesi 

et al., 1991), de uma maneira similar a mitocôndrias de mamíferos. Como nestas células, o 

transporte de cálcio em T. cruzi é estimulado por fosfato e inibido por vermelho de rutênio 

(Docampo e Vercesi, 1989a), um inibidor do uniporter de Ca2+ (Kowaltoswski, 2000). Uma 

alta capacidade de retenção de Ca2+ por mitocôndrias de T. cruzi foi observado na presença 

de fosfato (Docampo and Vercesi, 1989a), que compensa as mudanças no gradiente de pH 

mitocondrial através da membrana mitocondrial (Kowaltoswski, 2000). No entanto, o 

efluxo de Ca2+ da mitocôndria parece ocorrer por troca eletroneutra de Ca2+ da matriz por 

Na+ ou prótons externos (Moreno e Docampo, 2003).   

  Em muitas células eucarióticas, a membrana plasmática possui um canal para 

influxo de Ca2+ (Vercesi et al., 1991). Uma vez no citosol, o Ca2+ pode interagir com 

proteínas ligantes de cálcio ou podem ser captados por diferentes organelas (Figura 6). 

Liberação de Ca2+ para o meio extracelular ocorre principalmente por Ca2+-ATPases da 

membrana plasmática (Moreno e Docampo, 2003).  
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Figura 6: Representação esquemática da distribuição de Ca2+ em protozoários 
parasitas (Adaptado de Moreno e Docampo, 2003). A entrada de Ca2+ ocorre 
provavelmente através de canais de Ca2+(1). Uma vez dentro da célula, o Ca2+ pode ser 
translocado novamente para o meio extracelular, primariamente pela ação de Ca2+-ATPase 
de membrana plasmática (2). Além disso, o Ca2+ pode interagir com proteínas ligantes de 
Ca2+ ou ser seqüestrado pelo reticulo endoplasmático (3), mitocôndria (4), acidocalcisoma 
(5) ou núcleo (6). O retículo endoplasmático contém a Ca2+-ATPase  de retículo sarco-
endoplasmático. A mitocôndria capta Ca2+ através do seu potencial elétrico de membrana 
(∆ ). Os acidocalcisomas contém uma Ca2+-ATPase de membrana plasmática. O Ca2+ 

parece difundir livremente para dentro do núcleo. RE, retículo endoplasmático; M, 
mitocôndria; N, núcleo; A, acidocalcisoma; SERCA, Ca2+-ATPase do retículo 
sarcoplasmático; PMCA, Ca2+-ATPase de mebrana plasmática.  
 

 Como em mamíferos, quando ocorre uma perda na capacidade desses sistemas 

reguladores de transporte de Ca2+ ou quando ocorre uma permeabilização de membrana 

plasmática do parasita, há um grande influxo de Ca2+ na célula com conseqüente acúmulo 

pela mitocôndria podendo levar a uma situação de estresse oxidativo e sinalização para 

morte celular (Irigoin et al., 2009). 
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Produção de EROs e Sistemas Antioxidantes em Tripanossomatídeos 

 

 Como descrito anteriormente, o T. cruzi utiliza o oxigênio molecular como aceptor 

final de elétrons gerando moléculas de água na mitocôndria. Acoplado a este processo 

ocorre a síntese de ATP. O oxigênio molecular também pode ser parcialmente reduzido, 

aceitando um, dois ou três elétrons gerando, respectivamente, o ânion superóxido (O2
.-), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxila (OH.-). 

 Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi é exposto a diferentes EROs geradas pelo 

metabolismo aeróbico do parasita, na resposta imune do hospedeiro e/ou, ocasionalmente, 

produzidas por medicamentos utilizados no tratamento da doença de Chagas (Turrens, 

2004).  

 A eficácia de uma infecção em um ambiente oxidante depende, em grande parte, da 

habilidade do parasita em detoxificar as espécies reativas. Apesar de os tripanossomatídeos 

não possuírem catalase, ou glutationa peroxidades dependentes de selênio (Fairlamb et al., 

1992; Flohe et al., 1999), eles apresentam um sistema de detoxificação particular (Figura 

7), representado por enzimas dependentes da tripanotiona (N1,N8-bis-

glutatinilespermidina). A tripanotiona é mantida na forma reduzida pela tripanotiona 

redutase (Fairlamb et al., 1992), que por sua vez, serve como fonte de redução da 

triparedoxina, que é uma proteína doadora de elétrons para a redução de peróxidos pela 

triparedoxina peroxidase (Alphey et al., 1999; 2000). A tripanotiona tem um importante 

papel no metabolismo dos tripanossomatídeos, similar ao da glutationa em outros 

organismos. 

 Em T. cruzi foram caracterizadas a triparedoxina peroxidase citosólica (CPX) e a 

triparedoxina peroxidase mitocondrial (MPX). Estas enzimas catalisam a redução de H2O2 

usando triparedoxina como substrato reduzível, em combinação com a tripanotiona, 

tripanotiona redutase e NADPH (Wilkinson et al., 2002).  Essa proteína parece proteger o 

parasita das oscilações na produção de EROs geradas durante o seu metabolismo, uma vez 

que, em condições de estresse, observou-se um aumento no níveis citosólicos de CPX 

(Finzi et al.,2004). 
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 Com relação à superóxido dismutase (SOD), o T. cruzi apresenta SOD dependente 

de ferro (Fe-SOD), tanto no citosol quanto na mitocôndria, que dismuta o ânion superóxido 

à H2O2 (Marin et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7: Sistemas antioxidantes em Trypanosoma cruzi (Adaptado de Piacenza et al., 2009). 
Nesse esquema, representamos os sitemas antioxidantes presentes no citosol e na mitocôndria de T. 
cruzi. O doador final de elétrons para todos os sistemas enzimáticos é o NADPH, derivado da via das 
pentoses-fosfato. Mitocôndria: a cadeia transportadora de elétrons (Complexo II: succinato 
desidrogenase, C-II; Complexo III: ubiquinol citocromo c redutase, C-III e complexo IV: citocromo 
oxidase, C-IV) é um dos principais sítios para a geração de ânion superóxido (O2

-), principalmente em 
C-III. A isoforma mitocondrial da superóxido dismutase dependente ferro (FeSOD-A) catalisa a 
dismutação do O2

- a H2O2. A triparedoxina peroxidase mitocondrial (MPX) cataliticamente decompõe 
H2O2 usando triparedoxina reduzida (TXNR) como substrato redutor. Citosol: As enzimas antioxidantes 
incluem: triparedoxina peroxidase citosólica (CPX), FeSOD-B e glutationa peroxidase I (GPX-I). A 
tripanotiona reduzida (T(SH)2) é sintetizada a partir de duas moléculas de glutationa (GSH) e uma de 
espermidina, em uma reação catalisada pela enzima tripanotiona sintetase (TS). Tripanotiona redutase 
(TR); triparedoxina oxidada (TXNO); tripanotiona oxidada (TS2); glicose-6-fosfato desidrogenase 
(G6P-DH).  
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2 - OBJETIVOS  
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OBJETIVO GERAL  

 

Este trabalho teve como objetivo o estudo da atividade de lectinas de Cratylia 

mollis (Cramoll 1,4) sobre a função mitocondrial e viabilidade de Trypanosoma cruzi. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

PARTE I 
 

Mediante o reconhecimento de glicoconjugados de superfície em T. cruzi pela Cramoll 1,4, 

foi avaliado o efeito da lectina na: 

 

• Viabilidade e inibição da proliferação do parasita; 

 

• Homeostase intracelular do Ca2+; 

 

• Função mitocondrial de células inteiras: Potencial elétrico de membrana 

mitocondrial e consumo de oxigênio; 

  
• Produção de EROs; 

 

• Determinação do tipo de morte celular. 

 

PARTE II 

 

Analisar o mecanismo de ação da Cramoll 1,4 em mitocôndrias isoladas de Trypanosoma 

cruzi e de fígado de rato em relação a (ao): 

 

• Abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (TPM); 

• Potencial elétrico de membrana mitocondrial  

• Produção de peróxido de hidrogênio 
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Abstract 

Incubation of T. cruzi epimastigotes with the lectin Cramoll 1,4 in Ca2+ containing medium 

led to agglutination and inhibition of cell proliferation. The lectin (50 µg/ml) induced 

plasma membrane permeabilization followed by Ca2+ influx and mitochondrial Ca2+ 

accumulation, a result that resembles the classical effect of digitonin. Cramoll 1,4 

stimulated (five-fold) mitochondrial reactive oxygen species (ROS) production, 

significantly decreased the electrical mitochondrial membrane potential ( Ψm) and 

impaired ADP phosphorylation. The rate of uncoupled respiration in epimastigotes was not 

affected by Cramoll 1,4 plus Ca2+ treatment, but oligomycin-induced resting respiration 

was 65% higher in treated cells than in controls. Experiments using T. cruzi mitochondrial 

fractions showed that, in contrast to digitonin, the lectin significantly decreased Ψm by a 

mechanism sensitive to EGTA. In agreement with the results showing plasma membrane 

permeabilization and impairment of oxidative phosphorylation by the lectin, fluorescence 

microscopy experiments using propidium iodide revealed that Cramoll 1,4 induced 

epimastigotes death by necrosis. 

 

 

Keywords: Trypanosoma cruzi, mitochondria, calcium, ROS, cell death, Cramoll 1,4 lectin  

 

 

 

Abbreviations: AA, antimycin A; ADP, adenosine 5’-diphosphate; CCCP, carbonyl 

cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone; Cramoll 1,4, Cratylia mollis seed lectin 

(Isoform 1,4); EGTA, Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N ,N -tetraacetic acid; 

H2DCF-DA, dichlorodihydrofluorescein diacetate; MTT, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide; PI, propidium iodide; ROS, reactive oxygen species; Ψm, 

electrical mitochondrial membrane potential.  
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Introduction 

Chagas’ disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, and it is still an 

important health problem in Latin America affecting several million people in rural regions 

(http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/swg_chagas.pdf). Current chemotherapeutics for 

Chagas’ disease are based on the use of non-specific drugs, such as benznidazole, which 

appears to exert its trypanocidal effect through reactive oxygen species (ROS) generation 

and/or through the decrease in glutathione and trypanothione levels (Maya et al. 2007; 

Wilkinson et al. 2008). Unfortunately, treatment is associated with a high frequency of 

serious side effects in the host (Buá et al. 2004; Carraro et al. 2007; Pedrosa et al. 2001; 

Urbina and Docampo 2003).  

The T. cruzi lifecycle was identified a hundred years ago (Chagas 1909), but until 

now, many aspects of its cell biology have remained a mystery. Therefore, a better 

understanding of the T. cruzi cell machinery could lead to the identification of targets for 

the development of more specific trypanocidal agents. The search for new compounds from 

natural sources is a widely used approach employed in the treatment of some parasitic 

diseases. Extracts and pure compounds obtained from plants have been reported to possess 

significant anti-protozoan activities without side effects (Güida et al. 2007). Artemisin and 

its derivatives are a potent new class of anti-malarials originating from Artemisia annua, L. 

(Asteraceae) (Kayser et al. 2003). Quinine is one of the best known alkaloids with anti-

plasmodial activity, and licochalcone A from Glycyrrhiza inflata is a strong inhibitor of 

mitochondrial functions in Leishmania species (Kayser et al. 2003).  

Compounds isolated from several plants from the Brazilian semi-arid region have 

revealed trypanocidal activity against T. cruzi epimastigotes (Vieira et al. 2008). In this 

regard, the seed lectin Cramoll 1,4 (Isoform 1,4) isolated from Cratylia mollis, a native 

forage from the semi-arid region in Northeast Brazil, is a protein that recognizes and binds 

to specific carbohydrates on the cell surface inducing mitogenic activity (Maciel et al. 

2004). It also exhibits anti-tumour activity when encapsulated into liposomes (Andrade et 

al. 2004). Concanavalin A (ConA), a lectin with high homology to Cramoll 1,4, exerts a 

potent anti-hepatoma effect. After binding to the mannose moiety on hepatoma cell 

membrane glycoproteins, ConA is internalized and accumulates in the mitochondria 

causing cell death (Lei and Chang. 2007). Some other lectins, including those from Helix 



 62 

pomatia, Agaricus bisporus and the Arisaema helleborifolium lectin (AHL), are being 

investigated for their possible use in cancer therapy (Kaur et al. 2006).  

With regard to parasites, a lectin from Synadenium carinatum latex (ScLL) showed a 

protective effect against Leishmania amazonensis infection in BALB/c mice (Afonso-

Cardoso et al. 2007). Binding of some lectins to specific oligosaccharides on the cell 

membrane seems to mediate cell death (Coelho et al. 2007; Macedo et al. 2007). Cells that 

do not possess these carbohydrates are resistant to the cytotoxic effect of these proteins 

(Gastman et al. 2004). Lectins can also be used to evaluate changes in the sugar 

composition and distribution on cell surfaces during the process of T. cruzi transformation 

from epimastigotes to the mammalian-infective metacyclic trypomastigotes (Bourguignon 

et al. 1998).  

T. cruzi has only one mitochondrion, and the study on the mechanisms by which 

different compounds interfere with its bioenergetics could be useful for the search and 

development of new chemotherapies. Considering the property of ConA, a homologue of 

Cramoll 1,4, to cross the cell membrane and localize to mitochondria, we evaluated the 

effects of Cramoll 1,4 on T. cruzi epimastigote mitochondrial functions and cell viability. 

 

Material and Methods 

 

Chemicals 

 

 Arsenazo III, MTT, Safranine O, Succinate, Digitonin, EGTA, CCCP, ADP, 

Antimycin A and Oligomycin were purchased from Sigma (St. Louis, USA). H2DCF-DA 

was purchased from Molecular Probes Inc. (Eugene, Oregon, USA). CAT was purchased 

from Calbiochem of EMD Chemicals Inc. (Affiliate of Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany). All other reagents were of the highest purity grade available. 

 

Cell cultures 

 

 T. cruzi epimastigotes (Tulahuen 2 strain) were grown in LIT medium, containing 

20 mg l−1 hemin and 10% fetal bovine serum, as described (Castellani et al. 1967). After 5 
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days, cells were harvested by centrifugation (1,000 g at 4oC) and washed once in phosphate 

buffered saline (PBS), pH 7.2. The number of cells ml−1 was determined using a Neubauer 

chamber. T. cruzi trypomastigotes (Y strain) were grown and maintained as described 

(Andrews and Colli 1982). HaCaT keratinocyte, a spontaneously transformed human 

epithelial cell line, were grown in RPMI-1640 medium supplemented with 2 mM L-

glutamine and 10% fetal bovine serum in a humidified atmosphere with 5% CO2 (v/v) at 

37oC. For the experiments, keratinocytes grown to ~80 % confluence were used.  

 

Preparation of T. cruzi mitochondrial fraction 

 

Epimastigotes (log phase) were harvested by centrifugation (1,000 g, 10 min at 

4oC), washed in 0.12 M sodium phosphate, pH 8.0 buffer, containing 86.3 mM NaCl and 

56 mM glucose. After centrifugation, the pellet was mixed with 3 ml of acid-washed glass 

beads (150-212 µm – SIGMA), 100 µl of protease inhibitor cocktail (Sigma) and 80 µl of 

0.1 M phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF). Cells were disrupted by abrasion in a 

chilled mortar until 90% disruption was achieved (as determined under an optical 

microscope), resuspended in 4 ml of 50 mM HEPES-NaOH, pH 7.2 buffer, containing 0.27 

M sucrose, 1 mM EDTA, and 1 mM MgCl2, and centrifuged at 1,000 g for 5 min at 4oC in 

order to remove the glass beads, unbroken cells and large debris. The supernatant was 

submitted to another centrifugation (1,000 g for 10 min at 4oC) for total removal of the 

glass beads. The supernatant was then centrifuged at 16,000 g for 10 min at 4oC to obtain 

the mitochondrial fraction, which was washed in 2 ml of 10 mM potassium phosphate, pH 

7.5 buffer, containing 0.25 M sucrose and 1 mM EDTA. After another centrifugation at 

16,000 g for 10 min at 4oC, the pellet was resuspended in 200 µl of reaction medium (10 

mM HEPES, pH 7.2, 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 1 mM MgCl2 and 2 mM K2PO4), and 

the total protein concentration was determined by the Biuret method (Gornall et al. 1949). 

 

Lectin preparation 

 

Seeds of C. mollis Mart. (camaratu bean) were collected in the State of Pernambuco 

(Brazil), and the lectin (Cramoll 1,4) was purified according to (Correia and Coelho 1995). 
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The seed extract (10% w/v in 0.15 M NaCl) was ammonium sulphate-fractionated (40–

60%) and then purified by affinity chromatography on a Sephadex G-75 column. Cramoll 

1,4 elution was performed with 0.3 M glucose in 0.15 M NaCl, and protein concentration 

was determined according to (Lowry et al. 1951).  

 

Microscopy  

 

Epimastigotes or trypomastigotes (1.25 x 108 cells/ml) were incubated in PBS, pH 

7.2, + 1 mM MgCl2 with 2.5 or 50 µg/ml Cramoll 1,4 for 1 h. Phase contrast microscopic 

images were captured on a Leica DM IRB inverted microscope (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Germany) coupled to an acquisition image system (CoolSnap-Pro/Colour). In 

order to evaluate cell death caused by necrosis, epimastigotes (1 x 107 cells/ml) were 

incubated in PBS, pH 7.2, + 1 mM MgCl2 with 50 µg/ml Cramoll 1,4 for 2 h at 28oC. Next, 

cells were stained with 10 µg/ml propidium iodide (590 excitation/535 emission) for 10 

min, and images were captured using an epifluorescence microscope (Axioplan, Carl Zeiss, 

NY, USA). 

 

DNA agarose gel electrophoresis 

 

 DNA fragmentation was evaluated based on the method described by (Piacenza et al. 

2001). Briefly, epimastigotes (1.25 x 108 cells/ml) were incubated in PBS, pH 7.2, + 1 mM 

MgCl2 with 50 µg/ml Cramoll 1,4 for 1, 2, 4, 8, 18 or 24 h. Parasites were then collected by 

centrifugation at 13,000 g for 5 min. Cell pellets were resuspended in 0.5 ml of TE buffer 

(10 mM Tris-HCl + 1 mM EDTA, pH 8.0) containing 5% Triton X-100 and kept on ice for 

15 min. Next, samples were centrifuged at 13,000 g for 15 min at 4oC to separate intact 

chromatin (pellet) from DNA fragments (supernatant). After the addition of 5 µl of 1 M 

MgCl2 + 100 µl of 5 M NaCl + 1 ml of isopropyl alcohol, the supernatant was incubated 

overnight at -20oC to precipitate DNA fragments. Intact chromatin and DNA fragment 

pellets were resuspended in 50 µl of TE buffer and treated with 100 µg/ml RNase at 37oC 

for 1 h. Then, samples were treated with 500 µg/ml proteinase K at 55oC for 1 h and 

separated by electrophoresis on a 2% agarose gel at 80 V for 3 h. DNA was stained with 
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ethidium bromide (10 µg/ml for 15 min) and visualized in a Fuji Fla 3000G Laser Scanner 

(Fuji Film Co., Japan). 

 

Determination of Cramoll 1,4 effect on cell viability and proliferation rates 

 

 T. cruzi epimastigotes (1.25 x 108 cells/ml) were incubated in PBS, pH 7.2, + 1 mM 

MgCl2 with  different lectin concentrations (1, 2.5, 5, 10, 20 or 50 µg/ml) for 1 h at 28oC, 

and cell viability was verified by the MTT method (Muelas-Serrano et al. 2000). This 

method assesses viability by cellular conversion of the soluble tetrazolium salt MTT (3-

[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) into the insoluble formazan by 

mitochondrial enzymes. After cell treatment with the lectin as described above, cells were 

centrifuged (1,000 g for 5 min at 4oC), and the pellet resuspended and incubated for 1.5 h in 

PBS containing MTT (2.5 mg/ml). Formazan extraction was performed using 10% SDS 

dissolved in 0.01 N HCl. Formazan formation was quantified in a spectrophotometer at 540 

nm. In order to establish the effect of Cramoll 1,4 on cell proliferation rates after incubation 

with different lectin concentrations, as described above, cells were centrifuged (1,000 g for 

5 min) and grown in LIT medium for five days. The number of cells was determined in a 

Neubauer chamber.  

 Treatment of the keratinocytes (1 x 106 cells/ml) with the lectin was performed after 

trypsinization (0.05% trypsin + 0.025% EDTA solution). Keratinocyte viability was 

analyzed by annexin V FITC and propidium iodide staining in a FACSCalibur flow 

cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) equipped with an argon laser and 

CellQuest software (version 4.1). Briefly, 106 cells were incubated with different lectin 

concentrations (1, 2.5, 5, 10, 20 or 50 µg/ml) for 1h at 28oC, washed in PBS and 

resuspended in binding buffer (10 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM 

MgCl2, and 1.8 mM CaCl2) containing annexin V-FITC (1:500). After 20 min incubation in 

the dark at room temperature, cells were also stained with propidium iodide (PI, 1:50). 

Apoptosis was quantified by FACS analysis as the number of annexin V-FITC-positive and 

PI-negative cells divided by the total cell number, while necrosis was quantified as the 

number of PI-positive cells divided by the total cell number. 
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Measurement of Ca2+ movements 

 

 Variations in free Ca2+ concentrations in whole cells were followed by measuring the 

changes in the absorbance spectrum of arsenazo III (Scarpa 1979), using an SLM Aminco 

DW 2000 spectrophotometer at the wavelength pair 675-685 nm (Docampo et al. 1983). 

Calibration was performed by recording changes in absorbance after addition of known 

amounts of CaCl2. 

 

Estimation of mitochondrial membrane potential (∆Ψm) 

 

 ∆Ψm was estimated by following safranine O fluorescence (Vercesi et al. 1991a), 

recorded on a F-4500 Hitachi spectrofluorimeter operating at excitation and emission 

wavelengths of 495 and 586 nm, respectively, and a slit width of 2.5 nm. Relative changes 

in membrane potential were expressed as fluorescence arbitrary units (A.U.)  

       

Cellular oxygen consumption 

 

 Oxygen consumption was measured in a high resolution respirometry OROBOROS 

Oxygraph-2k (Oroborus Instruments, Innsbruck, Austria) in PBS, pH 7.2, + 1mM MgCl2 at 

28oC. DatLab 4 software was used for data acquisition (Gnaiger 2001).  

 

Reactive oxygen species production 

 

 After treatment for 1 h under the conditions described in the Figure 7 legend, cells 

were incubated for 40 min in the dark with 5µM dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(H2DCF-DA) under constant stirring. Fluorescence was determined on an F-4010 Hitachi 

spectrofluorimeter at 488 and 525 nm for excitation and emission wavelengths, 

respectively, and a slit width of 5 nm. 
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Data analysis 

 

 All results are expressed as the mean ± the standard error of the mean (SEM) for at 

least four independent experiments. Statistical significance was determined by one way 

ANOVA followed by Tukey’s test, with a significance level of p<0.05. The cell viability 

and proliferation experiments were analyzed by polynomial regression (SigmaStat®, 

version 2.0, 1992-1995, Jandel Corporation).  

 

Results 

 

Recognition of glycoconjugates on the T. cruzi cell surface by Cramoll 1,4 

 

 Using phase-contrast microscopy (Fig. 1), we observed that T. cruzi epimastigotes (a-

c) or trypomastigotes (a’-c’) incubated for 1 h in the presence of lectin (either 2.5 or 50 

µg/ml) underwent agglutination, likely due to the recognition of glycoconjugates present on 

parasite cell surface. In contrast, incubation of keratinocytes with Cramoll 1,4 did not 

generate the stable cell agglutination observed for T. cruzi (data not shown).   

 In order to evaluate whether the lectin-glycoconjugate interaction decreased parasite 

survival, we used the epimastigotes form in the following experiments. 

 

Cramoll 1,4 inhibited T. cruzi epimastigote survival and proliferation but had no effect on 

keratinocyte viability  

 

 Fig. 2A shows that treatment of epimastigotes with Cramoll 1,4 for 1 h caused a dose-

dependent impairment of cell viability, reaching a maximum decrease of 60% upon 

treatment with 20 µg/ml. In order to ascertain whether the remaining cells were still capable 

of proliferating, parasites (treated with Cramoll 1,4 for determination of cell viability) were 

washed twice to remove unbound lectin, resuspended in culture medium, and after five 

days, the number of live parasites was determined. As can be seen in Fig. 2B, a significant 

decrease in the proliferation rate was observed with Cramoll 1,4 at concentrations higher 

than 20 µg/ml, reaching almost 100% inhibition at 50 µg/ml. These results indicate that the 
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parasites able to reduce MTT to formazan after lectin treatment were not capable of 

proliferating in culture. This lectin had no significant effect on keratinocyte viability under 

the same incubation conditions (Fig. 3). In that case, cell viability was analyzed by flow 

cytometry because the agglutination promoted by the lectin in these cells was not stable as 

in T. cruzi and could be reversed with gentle stirring. 

 

Cramoll 1,4 promoted T. cruzi epimastigote plasma membrane permeabilization followed 

by medium Ca2+ internalization and accumulation by the mitochondrion 

 

 Digitonin has been used over the years to permeabilize the plasma membrane of 

trypanosomatids, allowing for the estimation of the mitochondrial membrane potential and 

the study of oxidative phosphorylation and Ca2+ transport by mitochondria in situ (Vercesi 

et al. 1991 a, b; Vercesi et al. 1993). Indeed, when cells were incubated in the presence of 

digitonin (Fig. 4, line a) permeabilization of the plasma membrane was followed by 

mitochondrial Ca2+ uptake, as evidenced through the release of accumulated Ca2+ caused by 

the respiratory inhibitor antimycin A. Interestingly, incubation of T. cruzi epimastigotes in 

the same reaction medium containing Cramoll 1,4, instead of digitonin, was also followed 

by a slightly slower decrease in medium Ca2+ that was reversed by antimycin A. This 

indicates that, similar to digitonin, Cramoll 1,4 has the ability to permeabilize T. cruzi 

epimastigote plasma membranes to Ca2+ (Fig. 4, line b). In both cases, addition of the 

ionophore A23187 after antimycin A resulted in an additional release of Ca2+ from other 

intracellular stores (Moreno et al. 1992 a, b). No Ca2+ uptake was observed when T. cruzi 

was incubated in the presence of heat-denatured lectin or in the absence of digitonin (Fig. 4, 

lines c and d). 

 

Cramol 1,4 treatment decreased mitochondrial membrane potential ( Ψm) and impaired 

oxidative phosphorylation 

  

 As illustrated in Fig. 5A,  digitonin was used to permeabilize epimastigote plasma 

membrane allowing for the determination of Ψm and ADP phosphorylation, as indicated 

by the fluorescence increase caused by ADP (100 µM) and reversed by 
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carboxyatractylosyde (CAT, 5 µM), an inhibitor of the ADP/ATP carrier. At the end of the 

experiment, a total elimination of Ψm was caused by the classical uncoupler, carbonyl 

cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP, 1 µM) (line a). The line b of Figure 5 A shows 

that even after a preincubation period of 1 h with digitonin, epimastigotes could still 

phosphorylate added ADP. In contrast, when the parasites were submitted to lectin 

treatment for the same period (1 h), a very low increase in fluorescence was observed after 

ADP addition, indicating a significant impairment of oxidative phosphorylation (line c). On 

the other hand, when heat-inactivated Cramoll 1,4 was preincubated for 1 h with the 

epimastigotes, no safranine O uptake was observed, again indicating that denatured lectin 

had no ability to permeabilize the plasma membrane of the epimastigotes (line d). It should 

be noted that all experiments were performed in the presence of 10 µM Ca2+.   

 In the experiments of Fig. 5B, the parasites were incubated during a longer period of 

time (2 h), either in the presence of lectin (line a) or digitonin (line b), in reaction medium 

containing 10 µM Ca2+. In both cases, Ψm was significantly lower than in the experiments 

of Fig. 5A, and no ADP phosphorylation could be observed (lines a and b). The presence of 

EGTA significantly protected Ψm and ADP phosphorylation in the presence of either 

digitonin (line c) or lectin (line d), indicating that Ca2+ had a major effect on mitochondrial 

dysfunction under both situations.  

 

Cramoll 1,4 did not modify the uncoupled epimastigote respiration rate but released state 4 

respiration 

 

 In the experiments of Fig. 6, we investigated the effect of Cramoll 1,4 (50 µg/ml for 1 

h) on oligomycin-induced state 4 or CCCP-uncoupled epimastigote respiration. The lectin 

caused a 65% increase in state 4 respiration in the presence of Ca2+ and a 52% increase in 

free Ca2+ in the medium (EGTA present). In contrast, Cramoll 1,4 did not alter the CCCP-

uncoupled respiration rate either in the presence or absence of Ca2+.  

 After 2 h incubation in the presence of Cramoll 1,4, respiration rates were similar in 

the presence of oligomycin and CCCP, indicating that respiration was completely 

uncoupled (data not shown). Accordingly, the results depicted in Fig. 5B (line a) showed 
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that under these same experimental conditions, no changes in Ψm was caused by ADP 

addition. 

 

Stimulation of ROS generation by epimastigotes treated with Cramoll 1,4 or digitonin: 

effect of Ca2+ 

 

  T. cruzi epimastigotes were treated with either lectin or digitonin for 1 h and 

subsequently loaded with H2DCF-DA. Cramoll 1,4, but not denaturated Cramoll, increased 

ROS generation 5.4-fold, while digitonin increased it 4.2-fold (Fig. 7). ROS formation 

induced either by the lectin or digitonin was partially inhibited by EGTA. In agreement 

with the Ψm experiments, Cramoll 1,4 had a higher effect on ROS production than 

digitonin (5.4- vs. 4.2-fold). 

 

Cramoll 1,4, but not digitonin, decreased Ψm in epimastigote mitochondrial fractions 

 

 All of the previous results suggested that, in addition to permeabilizing the 

epimastigote plasma membrane, Cramoll 1,4 also exerted a direct effect on mitochondria. 

This is possible because ConA, a plant lectin with high homology to Cramoll 1,4, is 

internalized via endocytosis and accumulates in mitochondria after it binds to the mannose 

moiety of the cell membrane glycoproteins (Lei and Chang 2007). Therefore, we 

investigated the direct effect of Cramoll 1,4 on isolated epimastigote mitochondria (Fig. 8). 

Similar to the experiments performed with permeabilized epimastigotes, isolated 

mitochondria incubated in the presence of Cramoll 1,4 and EGTA (Ca2+-free medium) 

generated a Ψm similar to that exhibited by the control mitochondria, and both 

phosphorylated added ADP (Fig. 8A). In contrast, Figure 8B shows that in the presence of 

10 µM Ca2+, Cramoll 1,4 significantly decreased Ψm, relative to the control experiment, 

confirming that it interacts directly with the organelle. This result is in agreement with the 

experiments showing that ConA penetrates in hepatoma cells and increases the 

permeability of the inner mitochondrial membrane (Lei and Chang 2007). 
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Cramoll 1,4-induces epimastigote death by necrosis  

 

 After epimastigote treatment with 50 µg/ml Cramoll 1,4 (2 h), the parasites were 

stained with propidium iodide (PI), and images were captured by fluorescence microscopy. 

The intense fluorescence signal obtained is compatible with cell death by necrosis (Fig. 9). 

This is in agreement with the results of the plasma membrane permeabilization (Fig. 4) and 

the impairment of epimastigote oxidative phosphorylation (Fig. 5A) after Cramoll 1,4 

treatment. DNA fragmentation, which is characteristic of death by apoptosis, could not be 

detected by electrophoresis, even when the epimastigotes were treated with Cramoll 1,4 for 

up to 24 h (data not shown).  

 

Discussion  

 

  Since the first description of the reactivity of epimastigotes and trypomastigotes with 

ConA (Alves and Colli 1974), lectins have been used as cell surface markers in order to 

evaluate changes in T. cruzi membrane glycoconjugate composition in different stages of 

the parasitic cell cycle (Bourguignon et al. 1998). Herein, we report that the interaction 

between Cramoll 1,4 and T. cruzi surface glycoconjugates results in plasma membrane 

permeabilization followed by medium Ca2+ influx and cell death. The action of Cramoll 1,4 

on T. cruzi allowed for a better understanding of both the mechanisms of lectin toxicity and 

the molecular events that govern cell death in this parasite. 

 A large body of evidence demonstrates that mitochondrial calcium homeostasis plays 

an important role in the modulation of numerous physiological cellular processes, including 

cell death (Giacomello et al. 2007). The T. cruzi mitochondrion is very active in calcium 

accumulation and has a high storage capacity (Docampo and Vercesi 1989; Moreno et al. 

1992 a, b), but under certain experimental conditions, T. cruzi mitochondrial calcium 

overload may lead to mitochondrial dysfunction. Indeed, it was observed that T. cruzi 

epimastigotes exposed to Ca2+ in the presence of fresh human serum underwent cell death 

mediated by permeabilization of the plasma membrane by membrane attack complex 

(MAC) deposition on the cell surface. This permeabilization was followed by cell Ca2+ 

influx and mitochondrial Ca2+ overload, a condition that stimulated ROS generation by the 
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mitochondria (Irigoin et al. 2009). In this regard, Grijalba et al. (1999) demonstrated that 

mitochondrial Ca2+ overload alters the lipid organization of the inner mitochondrial 

membrane by interacting with the anionic head of cardiolipin, an abundant component of 

the inner mitochondrial membrane. These alterations in membrane organization may affect 

the respiratory chain function, including coenzyme Q mobility, favouring monoelectronic 

oxygen reduction (superoxide radical generation) at intermediate steps of the respiratory 

chain and leading to mitochondrial oxidative damage followed by cell death.   

 It has also been shown that T. cruzi epimastigote lysis by fresh human serum is 

dependent upon the alternative pathway of complement activation (Nogueira et al. 1975). In 

contrast, in trypomastigotes, the classical activation pathway of the human complement 

system is inhibited in vitro by parasitic calreticulin, a phosphoprotein phosphatase (Ferreira 

et al. 2004; Moreno et al. 2007) that renders this evolutionary form resistant to human 

serum.  

In the current study, we showed that Cramoll 1,4, a protein of non-immune origin, is 

able to recognize glycoconjugates on the T. cruzi cell surface, leading to epimastigote 

agglutination (Fig. 1A), thus decreasing cell viability and proliferation (Fig. 2). Cramoll 1,4 

was also able to recognize T. cruzi trypomastigote surface membrane glycoconjugates 

causing agglutination (Fig. 1B) and membrane permeabilization (data not shown). In 

contrast, this lectin was unable to agglutinate and kill keratinocytes, a human cell line. This 

indicates that the lectin-glycoconjugate interaction in this model was not strong enough to 

cause pore formation (Fig. 3). 

 As in the case of fresh human serum, Cramoll 1,4 induced plasma membrane 

permeabilization and mitochondrial calcium overload (Fig. 4). These processes were 

followed by increased production of ROS (Fig. 7), a Ψm decrease and impairment in 

oxidative phosphorylation (Fig. 5) that culminated with cell death by necrosis (Fig. 9). As 

proposed by Grijalba et al. 1999, the attack of ROS to the inner mitochondrial membrane 

caused oxidative damage to lipids and proteins that led to increased membrane permeability 

with a consequent release of the resting respiration, as observed in Fig. 6. 

 In order to verify whether the lectin effect against T. cruzi epimastigotes was strictly 

the consequence of cell membrane permeabilization, we used digitonin as a positive 

control. The comparison indicated that although calcium uptake promoted by digitonin was 
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slightly higher when compared to that induced by the lectin (Fig. 4), the Cramoll 1,4 effects 

on mitochondria were stronger than that caused by digitonin, as illustrated by higher 

production of ROS (Fig. 7) and larger decreases of both Ψm and oxidative 

phosphorylation (Fig. 5A). This prompted us to investigate a direct effect of the lectin on 

isolated epimastigote mitochondria. Indeed, the results indicated that Cramoll 1,4, but not 

digitonin, caused a significant decrease in Ψm from isolated epimastigote mitochondria 

incubated in medium containing Ca2+ (Fig. 8B). In contrast, in Ca2+-free medium, Cramoll 

1,4 did not affect the ability of mitochondria to phosphorylate added ADP (Fig. 8A). The 

direct effect of Cramoll 1,4 on mitochondria may explain the different mechanism of 

epimastigote death caused by this lectin (necrosis) when compared to that caused by fresh 

human serum. The latter also permeabilizes the plasma membrane and causes Ca2+-

dependent T. cruzi epimastigote death by apoptosis (Irigoin et al. 2009).  

    To our knowledge, this is the first report investigating the mechanism of a seed lectin 

on T. cruzi mitochondrial function and cell death. We showed that Cramoll 1,4 toxicity to 

T. cruzi epimastigotes seems to result from a concerted action on the parasite’s plasma and 

mitochondrial membranes, mitochondrial Ca2+ overload and ROS production. The nature of 

lectin interactions with the mitochondrial membranes is currently under investigation.  
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Figure Legends 

 

Fig. 1 Phase-contrast microscopy of untreated and Cramol 1,4-treated T. cruzi 

epimastigotes and trypomastigotes. Epimastigotes (a-c) or trypomastigotes (a’-c’) were 

incubated in the absence (a, a’), or in the presence of 2.5 µg/ml Cramoll 1,4 (b,b’) or 50 

µg/ml Cramoll 1,4 (c,c’) for 1 h. (a, a’,b, b’, and c’x 500); (c x 125). Bars represent 100 

µM. The results shown are representative of four independent experiments. 

 

Fig. 2 Effect of Cramoll 1,4 on T. cruzi viability and proliferation rates. Epimastigotes 

(1.25 x 108 cells/ml) were incubated in PBS (pH 7.2), 1 mM MgCl2 and 10 µM Ca2+ in the 

presence of different lectin concentrations for 1 h at 28oC. (A) Cell viability was 

determined by the MTT assay and expressed as the percentage of viable cells related to 

control (r2 =0.90). (B) After treatment as in A, cells were washed in PBS, resuspended in 

culture medium, and after five days in culture, the number of cells was determined in a 

Neubauer chamber (r2 =0.97). Data are the average ± SEM of four independent 

experiments. 

  

Fig. 3 HaCaT keratinocyte viability after Cramoll 1,4 treatment. After trypsinization, 

keratinocytes (1 x 106 cells/ml) were incubated in RPMI-1640 medium with 1% fetal 

bovine serum in the presence of different Cramoll 1,4 concentrations for 1 h. Data are the 

average ± SEM of four independent experiments. p>0.05.  

 

Fig. 4 Effect of Cramoll 1,4 or digitonin on Ca2+ uptake by T. cruzi epimastigotes. Parasites 

(1.25 x 108 cells/ml) were added to a reaction medium containing PBS (pH 7.2), 1 mM 

MgCl2, 10 µM calcium, 5 mM succinate and 40 µM arsenazo III in a total volume of 2 ml. 

Antimycin A (AA, 5 µM) and the ionophore A23187 (10 µM) were added at time points 

indicated by the arrows. Lines represent incubation with: 20 µM digitonin (line a), 50 

µg/ml Cramoll 1,4 (line b), reaction medium (line c), or denatured lectin (line d). The 

results shown are representative of four independent experiments. A.U., arbitrary units.  
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Fig. 5 T. cruzi epimastigote mitochondrial membrane potential (∆Ψm) after exposure to 

Cramoll 1,4. Epimastigotes (1.25 x 108 cells/ml) were added to a reaction medium 

containing PBS (pH 7.2), 1 mM MgCl2, 5 µM safranine O and 5 mM succinate in a total 

volume of 2 ml. ∆Ψm was determined after 1 h (A) or 2 h (B) of treatment. (A) Line a 

represents the control with direct addition (no preincubation period) of digitonin (50 µM), 

lines b-c represent experiments performed after 1 h incubation with either 20 µM digitonin 

or 50 µg/ml Cramoll 1,4, respectively, and line d represents an experiment in the presence 

of denatured lectin. All of the experiments were performed in the presence of 10 µM Ca2+.  

(B) Line a indicates cells incubated in the presence of 50 µg/ml Cramoll 1,4 + 10 µM Ca2+, 

line b incubation with 20 µM digitonin + 10 µM Ca2+, and lines c-d with 20 µM digitonin + 

500 µM EGTA (Ca2+ free medium) or 50 µg/ml Cramoll 1,4 + 500 µM EGTA (Ca2+ free 

medium), respectively, for 2 h. Additions are indicated by the arrows: 100 µM ADP, 5 µM 

CAT and 1 µM CCCP. The results shown are representative of four independent 

experiments. A.U., arbitrary units. 

 

Fig. 6 O2 consumption rates in epimastigotes exposed to Cramoll 1,4. Epimastigotes (1.25 

x 108 cells/ml) were incubated with Cramoll 1,4 (50 µg/ml) in PBS (pH 7.2) + 1 mM 

MgCl2 in the presence of 10 µM Ca2+ or 500 µM EGTA (Ca2+ free medium) for 1 h at 

25oC, in a total volume of 2 ml. Cells were then diluted to 1 x 107 cells/ml, and oxygen 

consumption was determined in the presence of oligomycin (2 µg/ml) or CCCP (0.5 µM). 

Data are the average ± SEM of four independent experiments performed in duplicate. *p < 

0.05 between the oligomycin control + Ca2+ vs. oligomycin + Cramoll 1,4 + Ca2+. **p<0.05 

between the oligomycin control + EGTA vs. oligomycin + Cramoll 1,4 + Ca2+.  

 

Fig. 7 ROS generation induced by Cramoll 1,4. Epimastigotes (1.25 x 108 cells/ml) were 

treated with 50 µg/ml Cramoll 1,4 or 20 µM digitonin for 1 h in the presence of 10 µM 

Ca2+ or 500 µM EGTA (Ca2+ free medium). After H2DCF-DA loading, cells were added to 

the reaction medium containing PBS (pH 7.2), 1 mM MgCl2 and 5 mM succinate in a total 

volume of 2 ml. Fluorescence was determined as described in the Materials and Methods 

section. Data are the average ± SEM of four independent experiments. Statistical analysis: 

p < 0.05 among distinct groups. 
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Fig. 8 Effect of Cramoll 1,4 on ∆Ψm of isolated epimastigote mitochondria. ∆Ψm was 

determined in the presence of 100 µM EGTA (A) or 10 µM Ca+2 (B). Cramoll 1,4 (50 

µg/ml) or digitonin (20 µM) was added to the reaction medium. This reaction medium 

consisted of 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 2 mM K2PO4, 

0.05% BSA, 5 µM safranine and 5 mM succinate in a total volume of 500 µl. T. cruzi 

mitochondrial fractions (MTc, 0.5 mg/ml), 200 µM ADP, 1 µg/ml oligomycin and 1 µM 

CCCP were added where indicated by the arrows. The results shown are representative of 

four independent experiments. 

 

Fig. 9 Cramoll 1,4-induced epimastigote cell death occurs by necrosis. Epimastigotes (1 x 

107 cells/ml) were incubated in the absence (a, a’), or in the presence of 50 µg/ml Cramoll 

1,4 (b, b’) for 2 h. The parasites were stained with 10 µg/ml propidium iodide. Bars 

represent 50 µM. The results shown are representative of two independent experiments 

performed in duplicate.     
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0

5

10

15

20

25

30

35

 Control + Ca2+

 Control + EGTA
 Cramoll 1,4 + Ca2+

 Cramoll 1,4 + EGTA

O
xy

ge
n 

C
on

su
m

pt
io

n 
(p

m
ol

/s
/m

l)

CCCPOligomycin

*
**



 88 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                        

 
Fig. 7 – Fernandes et al. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

0.18

e

d

c

b

a

anM
 D

C
F

/1
08  C

el
ls

/m
l/m

in

 Control + Ca2+

 Control + EGTA
 Cramoll 1,4 + Ca2+ 
 Cramoll 1,4 + EGTA
 Digitonin + Ca2+ 
 Digitonin + EGTA
 Denatured Cramoll 1,4 + Ca2+ 

a



 89 

0 2 4 6 8 10 12 14 16
4

6

8

10

12

F
lu

or
es

ce
nc

e

2 min

Control
Cramoll 1,4

 CCCP

Oligomycin

 ADP

MTc

2 
A

.U
.

A

 
 
 
 
 
 

Fig. 8A – Fernandes et al. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 



 90 

0 2 4 6 8 10
4

6

8

10

12

Control or digitonin

2 min

∆
Ψ

F
lu

o
re

sc
e

n
ce

 

CCCP

MTc

2
 A

.U
.

Cramoll 1,4

B

 
 
 
 

 
Fig. 8B – Fernandes et al. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 



 91 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Animais 

Para os experimentos com mitocôndrias isoladas, utilizamos fígados de ratos da 

linhagem Wistar, fêmeas adultas e adquiridas do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica (CEMIB) da UNICAMP. 

 

Cultura de epimastigotas 

Epimastigotas de T. cruzi, cepa Tulahuen 2, foram cultivados no Laboratório de 

Bioenergética e Defesas Antioxidantes em Trypanosoma cruzi no Departamento de 

Bioquímica do Instituto de Biologia da UNICAMP. 

Epimastigotas foram crescidos à 28oC em meio LIT contendo hemina (20mg/l-1) e 

soro fetal bovino (10%) como descrito por Castelani et al. (1967). No início da fase 

estacionária, os parasitas foram coletados por centrifugação (5 min, 2.500 rpm, a 4oC) 

lavados e ressuspensos em PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4 e 1,5 mM 

KH2PO4, pH 7,2) e MgCl2 (1 mM). A contagem das células foi feita em câmara de 

Neubauer.  

 

Isolamento de mitocôndrias de fígado de rato 

As mitocôndrias foram isoladas de fígado de ratos adultos utilizando-se a técnica de 

centrifugação diferencial, segundo Schneider e Hogeboom (1951). O fígado, retirado após a 

morte do animal, foi lavado em solução de sacarose 250 mM contendo tampão 10 mM de 

HEPES (pH 7,2) e 0,5 mM de EGTA, picado com tesoura e homogeneizado em 

homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos. 

O sobrenadante resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 8000 rpm sendo a fase 

lipídica superior retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

ressuspenso em 250 mM de sacarose, 5 mM de HEPES (pH 7,2) e 0,3 mM de EGTA, e 

novamente centrifugado como na condição anterior. A fração mitocondrial foi ressuspensa 

na mesma solução, porém isenta de EGTA, numa concentração de aproximadamente 80 mg 

de proteína por mililitro de suspensão mitocondrial. 
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Preparação da fração mitocondrial de T. cruzi 
 

Epimastigotas (fase log) foram coletados por centrifugação (1.000 g, 10 min a 4oC), 

lavados em tampão contendo 0,12 M de fosfato de sódio (pH 8,0), 86,3 mM de NaCl e 56 

mM de glicose e após centrifugação, o precipitado foi misturado a 3 ml de pérolas de vidro 

(150-212 microns – Sigma), previamente lavadas em PBS, 100 µl de um coquetel de 

inibidor de protease (Sigma) e 80 µl de uma solução 0,1 M de fluoreto de 

fenilmetanosulfonil (PMSF). As células foram rompidas por abrasão em um cadinho de 

porcelana até a obtenção de aproximadamente 90 % de rompimento, determinado por 

microscopia óptica. A seguir, 4 ml de tampão contendo 50 mM de HEPES-NaOH (pH 7,2), 

0,27 M de sacarose, 1mM de EDTA e 1mM de MgCl2 foram adicionados e a suspensão foi 

centrifugada a 1.000 g, por 5 mim a 4oC para remoção das pérolas de vidro, células que não 

romperam e debris celulares. O sobrenadante foi submetido a outra centrifugação (1.000 g, 

por 10 mim a 4oC) para total remoção das pérolas de vidro. O sobrenadante foi então 

centrifugado a 16.000 g, por 10 min a 4oC para obtenção da fração mitocondrial, a qual foi 

lavada em 2 ml de tampão contendo 10 mM de fosfato de potássio (pH 7,5), 0,25 M de 

sacarose e 1 mM de EDTA. Após uma nova centrifugação a 16.000 g, por 10 min a 4oC, o 

precipitado foi ressuspenso em 200 µl de meio de reação (125 mM de sacarose, 65 mM de 

KCl, 10 mM de HEPES, 1 mM de MgCl2 e 2 mM de K2HPO4) obtendo-se assim a fração 

mitocondrial de T. cruzi. 

 

Dosagem de proteína 

A concentração de proteína das suspensões mitocondriais foi determinada pelo 

método de biureto (Gornall et al., 1949), modificado pela adição de colato 1% (Kaplan e 

Pedersen, 1983). O princípio do método baseia-se na determinação da concentração de 

ligações peptídicas através da medida da absorbância do complexo cobre-nitrogênio. Este 

complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A absorbância é considerada 

diretamente proporcional à concentração de proteína na solução analisada, onde uma 

solução de BSA a 1% foi utilizada como padrão. 
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Condições experimentais 

 
 Os experimentos com mitocôndrias isoladas foram realizados a 28 °C em meio de 

reação padrão contendo 125 mM de sacarose, 10 mM de HEPES (pH 7,2), 65 mM de 

cloreto de potássio, 2 mM de fosfato de potássio e 1 mM de cloreto de magnésio. Como 

substrato respiratório foi utilizado 5 mM de succinato nos experimentos com mitocôndrias 

de T. cruzi e uma mistura de substratos para o complexo I (2mM de malato, 1mM de 

piruvato, 1mM de α-cetoglutarato e 1mM de glutamato) nos experimentos com 

mitocôndrias de fígado de rato. Os experimentos foram feitos na presença ou ausência de 

0,5 mM de EGTA. Outros reagentes adicionados estão indicados nas figuras. 

 

Medida de inchamento mitocondrial 

As suspensões mitocondriais são turvas e espalham a luz incidente. A luz espalhada 

é uma função da diferença entre o índice de refração da matriz e do meio, e, qualquer 

processo que diminua esta diferença irá diminuir a luz espalhada e aumentar a 

transmitância (Nicholls e Åkerman, 1982). Assim, um aumento no volume da matriz 

mitocondrial, associado com a entrada de solutos permeáveis, resulta numa aproximação 

entre o índice de refração da matriz e do meio de reação com a conseqüente diminuição da 

luz espalhada. Esta propriedade das mitocôndrias fornece um método qualitativo simples 

para se estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna. As 

mitocôndrias são ideais à aplicação desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes 

variações de volume, já que a membrana interna sofre apenas desdobramento de suas 

pregas. O acompanhamento espectrofotométrico da redução da absorbância a 520 nm 

(Macedo et al, 1988) foi feito em um espectrofotômetro U-3000 utilizando mitocôndrias 

isoladas de fígado de rato (0,5 mg de proteína/ml).  

Estimativa do potencial elétrico de membrana mitocondrial ( ΨΨΨΨm) 

A estimativa do potencial elétrico de membrana mitocondrial foi avaliada através do 

indicador safranina O (5 µM), que apresenta um deslocamento no espectro visível 

associado a sua ligação à membrana de mitocôndrias energizadas. Esta adsorção foi 

seguida de alteração de espectro de absorbância da safranina na faixa de 500 a 600 nm. 
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Nestas condições as diferenças de absorbância nos comprimentos 511-533 são diretamente 

proporcionais à amplitude do potencial até valores de aproximadamente 170 mV (Åkerman 

& Wikström, 1976; Vercesi et al, 1991). As mudanças na fluorescência da safranina foram 

monitoradas em um espectrofluorimetro Hitachi (F4500), nos comprimentos de onda de 

excitação e emissão de 495 e 586 nm, respectivamente, com largura de fenda de 2,5 nm. 

 

Medida da geração mitocondrial de peróxido de hidrogênio 

A produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) pelas mitocôndrias isoladas foi 

determinada fluorimetricamente através da conversão de Amplex Red  10 M (Molecular 

Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA), na presença de peroxidase 1 U/ml, a um composto 

altamente fluorescente, resofurina (Zhou et al., 1997). A fluorescência foi monitorada ao 

longo do tempo em um espectrofluorímetro Hitachi F-4500 usando comprimentos de onda 

de excitação e emissão de 563 e 587 nm, respectivamente, com largura da fenda de 5 nm. 

Sob estas condições, um aumento linear na fluorescência indica um aumento da taxa de 

liberação do H2O2 pelas mitocôndrias. Uma curva de calibração foi feita através da adição 

de concentrações conhecidas de peróxido de hidrogênio. 

 

Análises Estatísticas 

Os dados são apresentados como média ± epm. Todas as figuras apresentadas nos 

resultados são representativas de pelo menos 4 experimentos realizados com preparações 

biológicas independentes. As análises estatísticas foram feitas utilizando ANOVA para 

comparações múltiplas, seguida pelo pós teste de Tukey com nível de significância p<0,05.  

 

RESULTADOS 

 

Indução de transição de permeabilidade mitocondrial por Cramoll 1,4 em 

mitocôndrias de fígado de rato 

 

 A obtenção de um bom protocolo de isolamento da fração mitocondrial de T. cruzi, 

mitocôndria acoplada e com capacidade de fosforilar ADP, levou-nos a estudar mais 
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detalhadamente a ação de Cramoll 1,4 na mitocôndria do parasita. Para isso avaliamos, em 

paralelo, a ação dessa lectina em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (MFR), uma vez 

que nesse modelo o mecanismo de transição de permeabilidade mitocondrial é amplamente 

estudado. 

 A incubação de MFR na presença de Cramoll 1,4 (50 µg/ml) em meio de reação 

padrão contendo Ca2+ resultou em um significativo inchamento da organela visualizado 

pela queda na absorbância, em virtude de uma menor turbidez da suspensão mitocondrial 

(Fig. 10, linha cinza claro) quando comparado com o controle (Fig. 10, linha preta).  
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Fig. 10: Inibição do inchamento mitocondrial induzido por Cramoll 1,4 em 
mitocôndrias de fígado de rato por inibidores do poro de transição de permeabilidade. 
Mitocôndrias de fígado de rato (MFR, 0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reação 
padrão contendo 30 µM de Ca2+ (linha preta) ou 50 µg/ml de Cramoll 1,4 + 30 µM de Ca2+ 
(linha cinza claro) na presença de inibidores do poro de transição de permeabilidade 
mitocondrial: catalase (2 µM, linha pontilhada), EGTA (0,5mM, linha cinza escuro) ou 
ciclosporina A (CsA, 1µM, linha cinza escuro). Os gráficos mostrados são representativos 
de quatro experimentos independentes. 
 

A abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (PTPM) é induzida 

por Ca2+, substâncias químicas e estresse oxidativo e pode ser inibida na presença de 

ciclosporina A (CsA), agentes redutores de grupamentos tióis, antioxidantes e pH menor 

que 7,0 (Kowaltowski et al., 2009; Lemasters et al., 2009). A fim de avaliarmos se o efeito 

da lectina na organela foi decorrente da abertura do PTPM incubamos Cramoll 1,4 na 
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presença de catalase (Fig. 10, linha pontilhada), EGTA ou CsA (Fig. 10, linha cinza 

escuro) e verificamos uma proteção total do inchamento. Esses resultados mostram que a 

lectina causa permeabilização da membrana mitocondrial, dependente de Ca2+, com 

conseqüente abertura do PTPM. 

 

Ciclosporina não previne contra a perda do potencial elétrico de membrana 

mitocondrial ( ΨΨΨΨm) induzido pela lectina em mitocôndrias de T. cruzi   

 

 A fim de compreendermos melhor a ação de Cramoll 1,4 na mitocôndria realizamos 

experimentos de Ψm com mitocôndrias de fígado de rato, uma vez que através dos 

experimentos de inchamento verificamos que a lectina também tem uma ação direta nessas 

mitocôndrias. A abertura do PTPM permite a entrada de moléculas (1,5 kDa) e água 

resultando no inchamento da organela. Este processo causa eliminação do Ψm e 

conseqüentemente da fosforilação oxidativa (Inada et al., 2008).  

Cramoll 1,4 dissipou completamente o Ψm em mitocôndrias de fígado de rato (Fig. 

11A, linha cinza claro) em comparação com o controle (Fig. 11A, linha preta).  Em 

concordância com os experimentos de inchamento, na presença de catalase (Fig. 11A, linha 

pontilhada), EGTA ou CsA (Fig. 11B, linha cinza escuro) houve proteção contra a perda 

do Ψm e da fosforilação oxidativa. 

Na primeira parte do trabalho vimos que em T. cruzi, tanto em células inteiras 

quanto em mitocôndrias isoladas na presença de Ca2+, Cramoll 1,4 causou uma redução no 

Ψm (Fig. 5B e 8B).  Uma vez que verificamos a abertura do poro de transição de 

permeabilidade em MFR, o próximo passo foi avaliar se o mesmo estava ocorrendo nas 

frações mitocondriais de T. cruzi.  No entanto, diferentemente do que foi observado em 

MFR, em mitocôndrias de T. cruzi não verificamos uma proteção contra a perda do Ψm na 

presença de CsA (Fig. 11B, linha cinza escuro). Interessantemente, a catalase conferiu 

proteção (Fig. 11B, linha pontilhada). 
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Fig. 11: Efeito de Cramoll 1,4 no potencial elétrico (∆∆∆∆ΨΨΨΨ) de mitocôndrias isoladas na 
presença de inibidores do poro de transição de permeabilidade.  Mitocôndrias isoladas 
(0,5 mg/ml) de fígado de rato (MFR, Figura A) ou frações mitocondriais de T. cruzi (MTc, 
Figura B) foram incubadas em meio de reação padrão contendo Cramoll 1,4 (50 µg/ml) + 
Ca2+ (10 µM) na presença de inibidores do poro de transição de permeabilidade 
mitocondrial: ciclosporina A (CsA, 1µM), EGTA (0,5 mM) ou catalase (2 µM). ADP (200 
µM), oligomicina (1 µg/ml) e CCCP (1 µM) foram adicionados onde indicado pelas setas. 
Nos exprimentos com MTc foi adicionado BSA (0,05 %) ao meio de reação. Os gráficos 
mostrados são representativos de quatro experimentos independentes. 



 100 

Cramoll 1,4 aumenta a produção de H2O2 mitocondrial 

 

 Os experimentos feitos com células inteiras revelaram que o tratamento com 

Cramoll 1,4 causava uma condição de estresse oxidativo no parasita (Fig. 7). 

 Como pode ser observado na Fig. 12, avaliando essa situação em mitocôndrias 

isoladas com uma sonda específica para H2O2, demonstramos a participação da mitocôndria 

na produção de EROs induzida pela lectina. Observamos um significativo aumento na 

produção de H2O2, sensível a EGTA, tanto em mitocôndrias de fígado de rato quanto em 

mitocôndrias de T. cruzi (Fig. 12A e B), no entanto como observado nos experimentos de 

Ψm (Fig. 11B, linha cinza escuro) esse efeito foi insensível a CsA, no parasita (Fig. 12B). 
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Fig. 12: Efeito de Cramoll 1,4 na produção de H2O2 em mitocôndrias isoladas na 
presença de inibidores do poro de transição de permeabilidade.  Mitocôndrias isoladas 
(0,5 mg/ml) de fígado de rato (MFR, Figura A) ou frações mitocondriais de T. cruzi (MTc, 
Figura B) foram incubadas em meio de reação padrão contendo Cramoll 1,4 (50 µg/ml) + 
Ca2+ (10 µM) na presença de inibidores do poro de transição de permeabilidade 
mitocondrial: ciclosporina A (CsA, 1µM) ou EGTA (500 µM). Os gráficos mostrados são 
representativos de quatro experimentos independentes. p<0,05 entre grupos distintos, 
representados por letras diferentes. 
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4 – DISCUSSÃO 
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O uso de lectinas em T. cruzi durante muito tempo esteve limitado ao 

reconhecimento de glicoconjugados de superfície celular, para avaliar mudanças na 

composição de membrana entre as diferentes formas evolutivas ou diferentes fases do ciclo 

celular do parasita (Alves e Colli, 1974; Bourguignon et al., 1998).   

No presente trabalho, demonstramos que a lectina Cramoll 1,4 liga-se a 

glicoconjugados presentes na superfície celular de epimastigotas e tripomastigotas levando 

à aglutinação do parasita de forma dose dependente (Fig. 1). Como conseqüência dessa 

ligação, ocorre permeabilização da membrana plasmática promovendo um influxo de Ca2+ 

do meio externo e posterior acúmulo pela mitocôndria, levando a uma situação de estresse 

oxidativo e morte do parasita. 

  Em contraste, a lectina não causou morte em queratinócitos, outro modelo celular 

(Fig. 3). Isso pode ser explicado pelo fato de uma lectina ligar-se a glicoconjugados de 

superfície celular e não necessariamente levar à permeabilização da membrana plasmática e 

sinalização para morte celular. A Cramoll 1,4, dentre outras lectinas, apresenta atividade 

mitogênica a partir da ligação a domínios específicos na membrana (Maciel et al., 2004; 

Zheng et al., 2007). O tipo de receptor ao qual a lectina se liga é que determina o tipo de 

sinal que será desencadeado na célula (Benoist et al., 2009). Diferente do que ocorre em T. 

cruzi, em queratinócitos a Cramoll 1,4, provavelmente, não se liga a um domínio que 

resulte em permeabilização de membrana plasmática e conseqüente morte celular. 

Em T. cruzi foi visto que a interação Cramoll 1,4-glicoconjugado reduz a 

viabilidade (Fig. 2A) e inibe a proliferação celular (Fig. 2B), causando a morte do parasita 

(Fig. 9). Os eventos celulares que precedem essa morte foram, então, investigados com a 

forma epimastigota de T. cruzi. 

Em decorrência da permeabilização de membrana plasmática, observamos um 

influxo de Ca2+ e posterior acúmulo pela mitocôndria (Fig. 4). Vários estudos demonstram 

que a homeostase mitocondrial de Ca2+ desempenha um papel importante na modulação de 

vários processos celulares fisiológicos e que alterações nessa homeostase podem sinalizar o 

início do processo de morte celular (Giacomelo et al., 2007; Kowaltowski et al., 2001). Um 

importante processo relacionado ao Ca2+, tanto na apoptose, necrose ou necroptose, é a 

transição de permeabilidade mitocondrial (TPM). A sobrecarga mitocondrial de Ca2+ é 

suficiente para induzir TPM (Kowaltowski et al., 2001). Apesar de a mitocôndria de T. 
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cruzi apresentar alta capacidade de estocar esse Ca2+ (Docampo e Vercesi, 1989), quando 

comparado a mitocôndrias de eucariotos, sob certas condições experimentais, sobrecarga de 

Ca2+ na mitocôndria pode levar à disfunção mitocondrial e morte do parasita (Irigoin et al., 

2009). Entretanto, até o momento não foi observado o processo de TPM em T. cruzi.  

Como tínhamos visto que o Ca2+ internalizado pelo T. cruzi estava sendo acumulado 

na mitocôndria (Fig. 4), avaliamos também o Ψm e o consumo de oxigênio após incubação 

dos parasitas com a lectina. Após 2h de incubação com Cramoll 1,4, na presença de Ca2+, 

verificamos diminuição significativa do Ψm do parasita, com prezuízo da fosforilação 

oxidativa (Fig. 5B). Os experimentos de respiração mostraram que a lectina age como um 

desacoplador uma vez que, na presença de oligomicina, verificamos um aumento de 65% 

na velocidade de consumo de oxigênio (Fig. 6). 

 Em trabalho prévio (Irigoin et al., 2009), mostramos que epimastigotas de T. cruzi 

expostos a soro humano fresco na presença de Ca2+ sofrem morte celular mediada pela 

permeabilização de membrana plasmática através da deposição do complexo de ataque à 

membrana (MAC) na superfície celular do parasita. Essa permeabilização antecedeu um 

influxo de Ca2+ na célula e sobrecarga de Ca2+ mitocondrial, condição que estimulou a 

produção de EROs pela mitocôndria. Grijalba et al. (1999) mostraram que a sobrecarga de 

Ca2+ mitocondrial altera a organização de lipídeos da membrana mitocondrial interna 

devido à interação com a cabeça aniônica da cardiolipina, um fosfolipídeo abundante na 

membrana mitocondrial interna. Essas alterações na organização da membrana podem 

afetar a cadeia respiratória, incluindo mobilidade da coenzima Q, favorecendo a redução 

monoeletrônica do O2 (geração O2
-) como etapa intermediária da cadeia respiratória, que 

resulta em dano oxidativo mitocondrial seguido de morte celular. Semelhante ao que foi 

verificado com o soro humano fresco, a permeabilização da membrana plasmática de 

epimastigotas pela lectina também estimulou significativamente a produção de EROs pelo 

parasita (Fig. 7).  

Os protozoários da ordem Kinetoplastida, como o T. cruzi, apresentam uma única 

mitocôndria, ocupando até 12 % do volume celular do parasita (Paulin et al., 1975). A 

complexidade ultraestrutural e algumas características dos processos bioenergéticos que 

ocorrem nessa organela, até o presente momento, são pouco conhecidas. Esse fato deve-se, 

principalmente, à dificuldade de se obter uma mitocôndria intacta após o rompimento da 
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membrana plasmática do parasita, devido às dimensões da organela e à presença de 

microtúbulos aderidos ao lado interno da membrana plasmática. Por conta disso, o estudo 

da bioenergética mitocondrial de parasitas flagelados tem sido feito com células inteiras 

permeabilizadas com digitonina, um glicosídeo esteróide com propriedades detergentes 

capazes de permeabilizar a membrana plasmática (Vercesi et al., 1991).   

Nesse sentido, para verificar se o efeito da lectina em epimastigotas era estritamente 

conseqüência da permeabilização da membrana plasmática, utilizamos a digitonina como 

controle positivo. Apesar de a captação de Ca2+ promovida pela digitonina ter sido 

ligeiramente maior quando comparada àquela induzida pela lectina (Fig. 4), os efeitos da 

Cramoll 1,4 na mitocôndria foram mais intensos do que aqueles causado pela digitonina, 

como ilustrado pela maior produção de EROs (Fig. 7) e pela diminuição significativa no 

Ψm e na fosforilação oxidativa (Fig. 5A). No entanto, a incubação do parasita com 

digitonina por longos períodos de tempo causa disfunção mitocondrial (Fig. 5B). 

Conhecendo essa limitação em relação ao estudo in situ da mitocôndria do parasita, nós 

estabelecemos um protocolo de isolamento que proveu uma fração mitocondrial acoplada e 

com capacidade de fosforilar ADP. Isso nos incentivou a investigar mais direta e 

detalhadamente a ação da Cramoll 1,4 em mitocôndrias isoladas de T. cruzi. 

Os resultados indicaram que a Cramoll 1,4, mas não a digitonina, causou uma 

diminuição significativa no Ψm em mitocôndrias isoladas de epimastigotas incubadas em 

meio de reação padrão contendo Ca2+ (Fig. 8B). Quando em meio livre de Ca2+, a Cramoll 

1,4 não afetou a capacidade da mitocôndria de fosforilar o ADP adicionado (Fig. 8A). O 

efeito direto da lectina na mitocôndria pode explicar a diferença no mecanismo de morte de 

epimastigotas causado por esta lectina (necrose) (Fig. 9) quando comparado àquele 

induzido pelo soro humano fresco, que também permeabiliza a membrana plasmática e 

causa morte de epimastigotas de T. cruzi por apoptose (Irigoin et al., 2009).  

A determinação do tipo de morte celular não é um processo fácil. Muitos autores 

têm questionado as metodologias utilizadas para definir esses tipos de morte e as 

interpretações dos resultados, uma vez que as vias de apoptose e necrose programada 

(necroptose) se interligam em alguns pontos (para revisão, ver Galluzi e Kroemer, 2008). É 

preciso que vários indicadores demonstrem a ocorrência predominante de um tipo de morte 

celular em relação a outro. Nossos resultados, segundo o estabelecido por Kroemer et al. 
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(2009), são mais condizentes com morte predominantemente por necrose, uma vez que 

constatamos: 1. permeabilização precoce de membrana plasmática, através da incorporação 

de iodeto de propídeo (Fig. 9); 2. sobrecarga mitocondrial de Ca2+ (Fig. 4); 3. disfunções 

mitocondriais, com prezuízo da fosforilação oxidativa e privação de ATP (Fig. 5), 

desacoplamento (Fig. 6), aumento na produção de EROs (Fig. 7) e 4. ausência de 

fragmentação de DNA (essa fragmentação é característica de morte apoptótica). 

A fim de compreendermos melhor a ação da lectina realizamos também 

experimentos com mitocôndrias isoladas de fígado de rato (MFR), uma vez que nesse 

modelo a bioenergética mitocondrial é bastante estudada e conhecida (Coelho e Vercesi, 

1980; Vercesi, 1987; Kowaltowski et al., 2001). Observamos que a Cramoll 1,4 promove 

inchamento em MFR decorrente da abertura do poro de transição de permeabilidade 

mitocondrial (PTPM), uma vez que, na presença de inibidores desse poro, como CsA, 

catalase ou EGTA, houve uma proteção total do inchamento da organela promovido pela 

lectina (Fig. 10). Para confirmar esse resultado, analisamos o Ψm e a produção de H2O2, 

uma vez que a abertura do poro causa dissipação do Ψm e conseqüente prejuízo à 

fosforilação oxidativa (Inada et al., 2008), podendo haver aumento na produção de EROs 

pela mitocôndria. Verificou-se que a Cramoll 1,4 causa um colapso no Ψm em MFR, 

podendo ser prevenido por CsA, catalase ou EGTA (Fig. 11A). A produção de H2O2 

induzida por Cramoll 1,4 também foi reduzida por CsA ou EGTA (Fig. 12A), indicando 

que aumento na produção de EROs induzido pela lectina ocorre em decorrência da abertura 

do PTPM. Embora os mecanismos que ligam a captação mitocondrial de Ca2+ à produção 

de EROs ainda não estejam claramente definidos, trabalhos da literatura tem demonstrado 

que o processo de TPM ocorre com a participação de Ca2+ e aumento de EROs 

(Kowaltowski et al., 2009). Em mitocôndrias isoladas de cérebros de roedores e de fígado 

humano, por exemplo, foi demonstrado que a geração de EROs induzida por Ca2+ é 

mediada pela transição de permeabilidade (Hansson et al., 2008).  

Nas frações mitocondriais de T. cruzi também foi observada permeabilização da 

membrana mitocondrial do parasita pela lectina, com significativa perda do Ψm (Fig. 8B). 

No entanto, diferente do que foi observado em MFR, não houve proteção na presença de 

CsA, apenas com EGTA ou catalase (Fig. 11B). Essa falta de proteção pela CsA pode 

ocorrer pela ausência de ciclofilina D na mitocôndria do parasita. Artigos da literatura tem 



 107 

mostrado a existência de genes da família das ciclofilinas em T. cruzi (Búa et al., 2001; 

Carraro et al., 2006; Potenza et al., 2006) e muitas dessas isoformas de ciclofilinas, dentre 

elas a TcCyP 19, TcCyP 22, TcCyP 28 e TcCyP 40 apresentam afinidade de ligação à CsA. 

No entanto, esses trabalhos foram feitos com extratos de T. cruzi e nenhum deles investigou 

a localização dessas proteínas no parasita. É conhecido que as ciclofilinas de eucariotos 

estão localizadas em diferentes estruturas celulares como citoplasma (Hanschumacher et 

al., 1984), mitocôndria (Schneider et al., 1994), retículo endoplasmático (Bergsma et al., 

1991), spliceossomo (Tiegelkamp et al., 1998), núcleo e membrana nuclear (Anderson et 

al., 1993; Yokoyama et al., 1995).  

Com base em nosso protocolo de isolamento de frações mitocondriais de T. cruzi, 

estudos podem ser feitos para investigar a existência de ciclofilinas em mitocôndria do 

parasita. Independente da presença ou não de ciclofilina mitocondrial em T. cruzi, nossos 

resultados mostraram que a Cramoll 1,4 induz transição de permeabilidade mitocondrial 

dependente de cálcio, tanto em MFR quanto em frações mitocondriais de T. cruzi. Esse 

processo leva ao acúmulo de cálcio na mitocôndria, aumento na geração de EROs e morte 

do parasita por necrose. 
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5 – CONCLUSÕES 
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Neste trabalho mostramos que, após a ligação da Cramoll 1,4 a glicoconjugados 

presentes na superfície celular de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi, houve 

aglutinação do parasita de forma dose dependente. Essa ligação lectina-glicoconjugado 

reduziu a viabilidade celular e inibiu a capacidade de proliferação de epimastigotas em 

decorrência da permeabilização da membrana plasmática, levando à internalização de Ca2+ 

do meio externo e acúmulo pela mitocôndria, com conseqüente disfunção mitocondrial, 

aumento da produção de EROs e conseqüente morte do parasita. 

Nossos estudos sobre a ação da Cramoll 1,4 em mitocôndrias isoladas mostraram 

que a lectina causa TPM, dependente de Ca2+, tanto em mitocôndrias de fígado de rato 

quanto em frações mitocondriais de T. cruzi, promovendo aumento na produção de H2O2. 

Entretanto, ao contrário do que foi observado em mitocôndrias de fígado de rato, o efeito de 

Cramoll 1,4 em frações mitocondriais de T. cruzi é insensível a CsA, um inibidor clássico 

do poro de transição de permeabilidade mitocondrial em células eucarióticas.   
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