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RESUMO 

 

O protozoário hemoflagelado, Trypanosoma cruzi, transmitido principalmente pelo 

inseto triatomíneo, por infecção congênita ou por transfusão sanguínea, causa a 

tripanossomíase americana ou doença de Chagas, como é mais conhecida. Essa é 

uma séria doença parasitária que ocorre na América Latina, com considerável 

impacto social e econômico. Dois fármacos, nifurtimox e benzonidazol, são indicados 

no tratamento de pessoas infectadas, mas são pouco eficientes na fase aguda e 

praticamente ineficientes na fase crônica da doença. Devido a esses fatores, é de 

extrema importância que se encontre agentes quimioterápicos e/ou 

quimiopreventivos mais eficientes e eficazes. O presente trabalhou objetivou avaliar 

a influência no proteoma de T. cruzi de três substâncias extraídas de plantas da 

família Piperaceae, peperobtusina A e B de Peperomia obtusifolia e piplartina de 

Piper tuberculatum, através da eletroforese bidimensional (2D) – DIGE (Difference 

Gel Electrophoresis - GE Healthcare) associada à espectrometria de massas. O 

tratamento realizado com peperobtusina A de Peperomia obtusifolia em cepa Y de T. 

cruzi  identificou proteínas de interesse, como  proteína do bastão paraflagelar e 

triparedoxina peroxidase, importantes na composição flagelar e proteção natural do 

parasito ao estresse oxidativo, respectivamente. Os resultados obtidos com 

peperobtusina B de Peperomia obtusifolia na mesma cepa de T. cruzi mostraram 

proteínas que podem servir como interessantes alvos potenciais para futuro 

desenvolvimento de fármacos. São elas: calmodulina, tirosina aminotransferase e 

arginina quinase. Os resultados obtidos com o tratamento das cepas Y e Bol de T. 

cruzi pela piplartina de Piper tuberculatum demonstraram que apesar das diferenças 

de suscetibilidade dessas cepas em relação ao benzonidazol, a piplartina influenciou 

de modo semelhante ambas as cepas e alterou a expressão de enzimas envolvidas 

na proteção do parasito frente ao estresse oxidativo, como triparedoxina peroxidase 

e metionina sulfóxido redutase, importantes alvos potenciais para uso terapêutico no 

futuro.  

 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, proteoma, família Piperaceae, alvos 

terapêuticos, peperobtusina A, peperobtusina B, piplartina. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

The protozoa hemoflagelate, Trypanosoma cruzi, transmitted mainly for the 

triatomíneo insect, congenital infection or sanguineous transfusion, cause American 

tripanosomiasis or Chagas disease, as more it is known. This is a serious parasitic 

illness that occurs in Latin America, with considerable social and economic impact. 

Two drugs, nifurtimox and benznidazol, are indicated in the treatment of infected 

people, but they are little efficient in the acute phase and practically inefficient in the 

chronic phase of the illness. Because of these factors, it is of extreme importance find 

efficient chemopreventive and/or chemotherapic agents. This work aims to evaluate 

the T. cruzi proteome influence of three substances extracted of plants belonging to 

Piperaceae family, being peperobtusine A and B of Peperomia obtusifolia and 

piplartine of Piper tuberculatum, through two dimensional electrophoresis (2D) - 

DIGE (Difference Gel Electrophoresis - GE Healthcare) and mass spectrometry. The 

treatment carried with peperobtusine A of P. obtusifolia in Y strain of T. cruzi 

identified interest proteins, as paraflagelar rod protein and triparedoxin peroxidase, 

important in the flagella composition and natural protection of oxidative stress, 

respectively. The results using peperobtusine B of the P. obtusifolia in Y strain of T. 

cruzi showed proteins that can be interesting potential targets for future development 

of drug. They are: calmodulin, tyrosine aminotransferase and arginine kinase. The 

results with the treatment of Y and Bol strains of T. cruzi with piplartine of P. 

tuberculatum demonstrated that although to the differences of susceptibility of these 

strains related to benznidazol, the piplartine was active for both strains as a similar 

way and modified the expression of enzymes involved in the protection of the 

parasitic to the oxidative stress, as triparedoxin peroxidase and methionine sulfoxide 

reductase, potential targets for therapeutical use in the future.  

 
 

Key words: Trypanosoma cruzi, proteome, Piperaceae family, therapeutics targets, 

peperobtusine A, peperobtusine B, piplartine. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

1.1. A doença de Chagas 
 

 

 A doença de Chagas é uma doença parasitária endêmica na América Latina, 

sendo os países mais afetados Brasil, Argentina, Chile, Colômbia e Venezuela (Rey, 

2001). É causada por um protozoário hemoflagelado denominado Trypanosoma 

cruzi (Chagas, 1909), pertencente ao subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma (Lana; Tafuri, 2000; Rey, 2001), e 

transmitida pelo inseto triatomíneo conhecido no Brasil como barbeiro, em 80 - 90% 

dos casos (Carneiro, 1963). T. cruzi também pode ser transmitido por transfusão 

sanguínea (5 – 20% dos casos), via placentária e durante aleitamento materno (0,5 

– 8%), através de transplantes e alimentos processados (Mazza et al., 1936; 

Camandaroba et al., 2002; Coura; Castro, 2002).  

 Atualmente, entre 12 e 14 milhões de pessoas estão infectadas por T. cruzi e 

mais de 100 milhões habitam áreas endêmicas (Dias, 2007). A doença de Chagas é 

uma das principais doenças consideradas negligenciadas no mundo (Hotez et al., 

2007), e foi descoberta em 1909 por Carlos Chagas que observou que a 

enfermidade afetava basicamente populações rurais extremamente pobres as quais 

viviam em moradias que permitiam uma condição ideal de domiciliação do inseto 

transmissor do parasito (Dias; Schofield, 1999).  

 

 

1.1.1.  Fases da doença 
 

 

 Essa doença apresenta duas fases clínicas sequenciais: a fase aguda, que é 

usualmente assintomática e começa logo que ocorre a infecção pelo parasito, 

durando algumas semanas e a fase crônica, que de 30 - 40% dos pacientes 
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infectados desenvolvem danos cardíacos ou digestivos depois de um período 

silencioso de anos a décadas (Chagas 1916, Laranja et al. 1956).  

 Em humanos, após a infecção e o período subseqüente de incubação, a fase 

aguda da doença de Chagas se inicia, e na ausência de tratamento específico os 

sintomas persistem por aproximadamente dois meses, com taxa de mortalidade de 2 

– 8%, especialmente entre crianças. T. cruzi é capaz de invadir e multiplicar-se 

dentro de diferentes células do hospedeiro, incluindo macrófagos, músculos liso e 

estriado, fibroblastos e até mesmo neurônios. A primeira reação ao T. cruzi é 

inflamação mononuclear devido à ruptura das células parasitadas. Dentro de dias a 

duas semanas pode-se detectar no soro sanguíneo a presença de imuno 

complexos, além de necrose do foco inflamatório. Inflamações severas geralmente 

são acompanhadas por necrose de células parasitadas e não parasitadas, 

especialmente no coração. Acúmulo de plaquetas, degranulação de eosinófilos, 

patologia microvascular, edema, trombose e isquemia também são encontrados 

(Andrade, 1999). 

 Após a infecção aguda, o paciente apresenta forte evidência de imunidade, 

mas há a tendência de permanecer infectado. Alguns parasitos escapam à resposta 

imune e lesões inflamatórias severas são vistas em vários órgãos. Formas 

amastigotas podem ser detectadas por histologia convencional, por 

imunofluorescência e marcadores genéticos por hibridização in situ.  Entre as fases 

aguda e crônica da doença de Chagas ocorre um período de indeterminação da fase 

da doença na qual combina o aumento da imunidade contra o parasito com 

supressão imunológica especifica de hipersensibilidade e redução da reação 

inflamatória (Andrade, 1999). 

 Na fase crônica que segue, a maioria dos pacientes continua assintomática, 

com 20 – 50% dos casos, de acordo com a área endêmica analisada, 

desenvolvendo os sintomas característicos dessa fase, nomeados cardíaco, 

digestivo ou distúrbios neurológicos (Brener et al., 2000).  

 A elevada positividade do xenodiagnóstico e hemocultura, e reativação da 

doença crônica por imunossupressão demonstram a presença do parasito em casos 

crônicos.  
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1.1.2.  Formas evolutivas e ciclo biológico do parasito 
 

 

 T. cruzi apresenta as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota 

(Figura 1). A forma epimastigota caracteriza-se por ser alongada, com cinetoplasto 

justanuclear e anterior ao núcleo e flagelo livre na porção anterior. Essa é a forma de 

replicação no hospedeiro invertebrado (triatomíneo) que se encontra na porção 

posterior do intestino e em cultura em meio líquido (Chagas, 1909; Lana; Tafuri 

2000; Rey, 2001). 

 A forma tripomastigota é alongada, com cinetoplasto posterior ao núcleo, com 

flagelo que se estende por toda célula e torna-se livre na porção anterior. A forma 

tripomastigota é encontrada na circulação sanguínea do hospedeiro vertebrado, 

podendo estar presente também nos espaços intersticiais, no líquido 

cefalorraquidiano, leite, esperma e em cultura de células.  Os tripomastigotas 

metacíclicos são morfologicamente semelhantes às formas tripomastigotas, sendo 

as formas infectantes liberadas nas fezes do vetor (Lana; Tafuri, 2000; Rey, 2001). 

 A forma amastigota é arredondada ou ovalada, com um flagelo curto que não 

se exterioriza (Lana; Tafuri, 2000). É a forma de replicação no hospedeiro 

vertebrado, presente no interior de vários tipos de células, mas predominantemente 

nas fibras musculares estriadas e lisas e no sistema fagocítico mononuclear e em 

cultura de células (Chagas, 1909; Lana; Tafuri, 2000; Rey, 2001). 

 

A)     B)           C) 

   
Figura 1: Morfologia de T. cruzi: A) epimastigota, B) tripomastigota e C) amastigota 
Fonte: http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html 
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 O ciclo biológico de T. cruzi (Figura 2) envolve obrigatoriamente a passagem 

através de hospedeiros vertebrados (mamíferos, incluindo o homem) e invertebrados 

(insetos triatomíneos hematófagos, sendo os principais gêneros: Triatoma, 

Panstrongylus e Rhodinius), em uma série de estágios.  A forma tripomastigota 

ingerida pelo inseto diferencia-se na forma proliferativa epimastigota, que 

alcançando o intestino posterior, desenvolve-se na forma tripomastigota metacíclico. 

Essa última, quando invade as células do hospedeiro vertebrado, diferencia-se em 

amastigotas, que após inúmeros ciclos reprodutivos transforma-se em 

tripomastigotas, a forma responsável pela disseminação da infecção (Dias, 2000). 

 Podem ser distinguidos três ciclos de transmissão: o silvestre, que ocorre 

entre vetores e reservatórios presentes nos ecótopos naturais; o paradoméstico, no 

qual os animais parasitados vivem próximos das casas e podem ser sinantrópicos, 

como gambás e ratos; o doméstico, o qual apresenta animais domésticos e o 

homem, sendo os mamíferos de pequeno porte e que estão em contato com o ser 

humano, geralmente, reservatórios importantes. Podem ser citados Canis familiaris 

(cão), Felis domesticus (gato) e animais por eles ingeridos que pode os infectar, 

Rattus rattus (rato comum), Rattus norvergicus (ratazana do esgoto), Mus musculus 

(camundongo) e Cavia porcellus (cobaia) (Dias, 2005). 

 As variações morfológicas e o ciclo de vida se devem a uma adaptação aos 

distintos habitats e situações biológicas pelos quais passa o parasito (Rey, 1991; 

Dias, 2005).  
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Figura 2: Ciclo biológico de T. cruzi 
Fonte: http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm 

 

1.1.3.  Cepas de Trypanosoma cruzi 

 

 

 Trypanosoma cruzi é caracterizado pela grande diversidade genética e 

fenotípica dentre os isolados (Tibayrenc; Ayala, 1991). Infecções naturais são 

constituídas por múltiplos clones com diferentes propriedades biológicas, como a 

virulência, taxa de crescimento, patogenicidade, tropismo tecidual e sensibilidade a 

compostos tripanocidas (Macedo; Pena, 1998). Baseado em marcadores 

bioquímicos e moleculares (Zingales et al., 1998), T. cruzi tem sido classificado em 

três diferentes grupos ou zimodemas (Miles et al., 1978) e mais recentemente em 

dois grandes grupos filogenéticos, designados como TcI, correspondente ao 

zimodema 1 (Z1) e TcII, correspondente aos zimodemas 2 (Z2) e 3 (Z3) (Souto et al., 

1996; Fernandes et al., 1998). Cinco sublinhagens foram definidas dentro da 

linhagem II (IIa – e), associadas com o ambiente doméstido (IIb, IId e IIe) e selvagem 

(IIa e IIc) (Brisse et al., 2000; Tibayrenc, 2003).  
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 A grande diversidade encontrada entre as cepas de T. cruzi e a resistência 

natural de algumas cepas a quimioterápicos (Andrade et al., 1985; Filardi; Brener, 

1987) aumentam o número de pacientes tratados sem sucesso e limitam 

grandemente as opções de tratamento para a doença.  

As duas cepas utilizadas neste trabalho foram: cepa Y (classificada como 

TcIIb), isolada de paciente chagásico e descrita por Silva e Nussenzweig (1953) e 

cepa Bol (TcIId), isolada de triatomíneo em Vitichi – Bolívia por Funayama e Prado 

Júnior (1974). Ambas são cultivadas em nosso laboratório.  

Por apresentarem diferenças na suscetibilidade frente ao medicamento 

padrão para o tratamento da doença de Chagas (Benzonidazol), sendo a cepa Y 

mais suscetível e cepa Bol mais resistente (vide Tabela 1), tais cepas foram 

selecionadas para realizar os experimentos propostos no presente trabalho. 

 

 

1.1.4.  Medicamentos utilizados para o tratamento da doença 
 

 

No final de 1960 e início da década de 70, dois fármacos começaram a ser 

utilizados no tratamento da doença de Chagas: nifurtimox e benzonidazol, 

comercializados, respectivamente, com os nomes Lampit® e Rochagan® (Coura; 

Castro, 2002), sendo mais efetivos para eliminar os parasitos na fase aguda da 

doença, diminuindo o curso da infecção, desde que a doença não tivesse acometido 

o sistema cardiovascular (Saúde-Guimarães; Faria, 2007), induzindo a cura em 78% 

dos pacientes em fase aguda (Cançado, 2002). Entretanto, a eficácia de ambos no 

tratamento da fase crônica da doença limita-se a 8% de cura (Urbina; Docampo, 

2003).  

 Os efeitos colaterais mais frequentes no tratamento com nifurtimox são 

anorexia, perda de peso, alterações psíquicas, excitabilidade ou sonolência e 

manifestações digestivas, como náusea, vômito e ocasionalmente cólica intestinal e 

diarréia. As reações adversas com benzonidazol podem ser classificadas em três 

grupos: (i) sintomas de hipersensibilidade, dermatite com erupções cutâneas, febre, 

edema generalizado, dor nas articulações e muscular; (ii) depressão da medula 

óssea, trombocitopenia púrpura e agranulocitose, a manifestação mais severa; (iii) 
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polineuropatia, parestesia e polineurite de nervos periféricos. As duas complicações 

mais sérias induzidas por benzonidazol são agranulocitose, iniciada por neutropenia, 

dor de garganta, febre e septicemia, e trombocitopenia púrpura caracterizada por 

redução de plaquetas, petéquias, bolhas hemorrágicas e sangramento de mucosa 

(Coura; Castro, 2002).  

 A baixa eficiência desses medicamentos juntamente com os efeitos colaterais 

indesejados impôs limitações em seu uso (Urbina; Docampo, 2003). Além disso, 

diferentes cepas de T. cruzi apresentam diversos níveis de suscetibilidade ao 

benzonidazol e nifurtimox (Filardi; Brener, 1987; Murta; Romanha, 1998; Toledo et 

al., 2004), o que pode explicar, em parte, as diferenças observadas na efetividade 

da quimioterapia. No Brasil, o nifurtimox foi retirado do mercado devido a seus 

efeitos colaterais (Lana; Tafuri, 2000; Rey, 2001). Dessa forma, o benzonidazol 

tornou-se a única alternativa para o tratamento, apesar de muitas críticas devidas 

também a seus efeitos colaterais e a pouca efetividade na fase crônica da doença. 

Até o presente, apesar dos estudos, não há vacinas disponíveis para a doença de 

Chagas. Portanto, a identificação de novos métodos quimioterápicos e vacinas são o 

maior desafio para o controle da doença (Urbina; Docampo, 2003).  

 

 

1.1.4.1. Mecanismo de ação do benzonidazol 
 

 

Um extenso estudo, nas últimas duas décadas, tem ajudado a compreender a 

base molecular da atividade antichagásica de benzonidazol. O modo de ação do 

benzonidazol é via intermediários que modificam covalentemente bio-

macromoléculas, e o mecanismo de ação proposto baseia-se na formação de 

radicais livres que, quando reduzidos, se ligam a lipídeos, proteínas e DNA lesando 

a célula (Dias de Toranzo et al., 1988; Urbina, 1999; Maya et al., 2007). 

 A ação do benzonidazol pode envolver ligações covalentes ou outras 

interações de intermediários de nitroredução com os componentes do parasito 

(Polak; Richle, 1978). 
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1.2. Doenças Negligenciadas 
 

 

 Um a cada seis indivíduos da população global, majoritariamente os mais 

empobrecidos, sofrem de uma ou mais doenças tropicais negligenciadas (NTDs). 

Essas doenças podem não resultar diretamente em elevadas taxas de mortalidade, 

ainda que causem morbidez, sofrimento e pobreza (Ehrenberg; Ault, 2005), podendo 

representar alto grau de absenteísmo ao trabalho. 

 Apesar disso, NTDs são de baixa prioridade para a indústria farmacêutica, 

carecendo de tratamentos seguros e efetivos; sofrem a omissão por parte de 

agências de saúde globais, recebendo parcos financiamentos; e, muitas vezes, são 

ignoradas pela mídia, raramente aparecendo como manchetes. Até mesmo 

autoridades em saúde pública pouco representam as NTDs, e deixam de exigir 

medidas compulsórias dos órgãos governamentais (Ehrenberg; Ault, 2005). 

 Recentemente, surgiu um movimento ativista pelas NTDs: Drugs for 

Neglected Diseases Initiative (DNDi), iniciado pelos Médicos sem Fronteiras 

(Médecins Sans Frontières – MSF) e o Institute of OneWorld Health (IOWH), ambos 

estimulando o desenvolvimento de novos medicamentos. Através de parcerias 

público-privadas, novos projetos tem surgido, sendo 63 em andamento até o final de 

2004 (Moran, 2005). 

 Entre 1975 e 1999, dos 1.393 fármacos desenvolvidos, apenas 1% foi dirigido 

para tuberculose e doenças tropicais (Barrett; Gilbert, 2002), que estão englobadas 

entre as doenças negligenciadas e as extremamente negligenciadas, 

respectivamente. 

 Um estudo realizado em 2006 diz que nos últimos 30 anos, somente 10 

medicamentos foram comercializados para doenças extremamente negligenciadas, 

esse número aumenta para 21 se medicamentos para malária e tuberculose forem 

incluídos (Chirac; Torreele, 2006).  

 Dentre as doenças mais negligenciadas estão; doença do sono, leishmaniose 

e doença de Chagas, que são doenças parasitárias que afetam pessoas em três 

continentes. 
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1.3. Uso de plantas para fins medicinais 
 

 

O grande incremento do uso de plantas para fins medicinais tem provocado 

um renovado interesse pelo conhecimento das características das substâncias delas 

originadas, incluindo sua estrutura, composição química, propriedades 

farmacológicas e controle de qualidade, especialmente quando se trata de plantas 

brasileiras considerando a extensa e diversificada flora do país (Yunes et al., 2001).  

Devido à imensa flora e aos aspectos culturais do uso de plantas na forma de 

extratos brutos ou infusões, sua utilização no tratamento de infecções no Brasil 

tornou- se uma prática muito comum (Calixto, 2000). Essa diversidade de 

bioatividades das plantas vêm trazendo o desenvolvimento de novos (fito)fármacos 

(Luize et al., 2005), apesar de no Brasil haver subexploração da flora nativa quanto à 

busca de novos fármacos.  

Extratos derivados de plantas oferecem possibilidades de obtenção de novos 

componentes com atividade contra protozoários. Estudos em diferentes países, 

incluindo Brasil, Argentina, Bolívia, México e Colômbia vêm mostrando muitas 

plantas com atividade contra o T. cruzi (Muelas-Serrano et al., 2000; Weninger et al., 

2001; Abe et al., 2002; Felippe et al. 2008; Lopes et al., 2008; Passerini, 2008; 

Cotinguiba et al., 2009; Regasini et al., 2009). Na literatura atual, existem 

investigações sobre a atividade tripanocida com uma grande variedade de extratos 

naturais, especialmente os vegetais, os componentes isolados e os semi-sintéticos 

(Coura; Castro, 2002; Passerini, 2008).  

  

 

1.4. Família Piperaceae 
 

 

 A família Piperaceae, que está incluída entre as angiospermas basais e são 

encontradas nos trópicos como plantas pioneiras, tem sido o sujeito de numerosas 

investigações fitoquímicas (Felippe et al., 2008). As diversas espécies podem 

apresentar hábito arbustivo, arbóreo ou herbáceo, crescendo geralmente no interior 

ou na margem de formações florestais. A maioria das classes descritas inclui 



27 

 

 

 

fenilpropanóides (Orjala et al., 1993), lignanas e neolignanas (Martins et al., 2003), 

pironas (Singh, 1992), amidas alifáticas e aromáticas (Silva et al., 2002), alcalóides 

(Dodson et al., 2000), policetídeos (Cheng et al., 2003), derivados de ácidos 

benzóicos (Morandim et al., 2005) e cromenos (Morandim et al., 2005). 

 De acordo com Jaramillo et al. (2004), a Família Piperaceae compreende 

quatro gêneros, Piper, Peperomia, Manekia (antigamente Sarcorhachis) e Zippelia 

(Wanke et al., 2007). Piper e Peperomia representam os mais importantes gêneros 

da família Piperaceae, com 2000 (Quijano-Abril et al., 2006) e 1700 (Wanke et al., 

2006) espécies, respectivamente.  

 Economicamente, plantas pertencentes à família Piperaceae são empregadas 

para a produção de pimenta no mercado de condimentos de todo o mundo. 

 

 

1.4.1.  Gênero Piper 

 

 

 Com diferentes espécies amplamente distribuídas em regiões subtropicais e 

tropicais do mundo, o gênero Piper é uma das mais diversas linhagens entre as 

angiospermas (Jaramillo; Manos, 2001). Membros do gênero Piper são de 

importância comercial, econômica e medicinal. 

 As plantas do gênero Piper têm sido utilizadas para muitas aplicações, 

incluindo medicamentos na medicina tradicional da China, Índia (sistema 

Ayurvédico) e na América Latina (Ma et al., 2004). Apenas 12% de espécies do 

gênero Piper foram estudadas sob o ponto de vista fitoquímico (Parmar et al., 1997), 

as quais apresentaram uma grande variedade de metabólitos secundários, como 

neolignanas, alcalóides, lignanas, lactonas, chalconas, fenilpropanóides, amidas, 

flavonóides e óleos essenciais (Sengupta; Rey, 1987; Ma et al., 2004). 

 Espécies do gênero Piper são amplamente utilizadas na medicina popular e, 

dentre as atividades biológicas descritas para este gênero, podem ser citadas as 

atividades tripanocidas das P. aduncum, P. gaudichaudianum e P. tuberculatum 

(Batista Jr. et al., 2008), leishmanicida de P. rangellii (Luize et al., 2005); antifúngica 

de P. regnellii (Pessini et al., 2005), P. aduncum, P. arboreum e P. tuberculatum 
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(Navickiene et al., 2006); inseticida de P. aduncum e P. hispidinervum (Fazolin et al., 

2005; Estrela et al., 2006), entre outras. 

 

 

1.4.2.  Gênero Peperomia 

 

 

 Algumas espécies e variedades de Peperomia são usadas como plantas 

ornamentais e também na medicina popular, para os mais variados tipos de 

doenças. 

 Dentre as atividades biológicas descritas para este gênero, podem ser citadas 

algumas espécies como P. glabella, utilizada na medicina popular como antiasmática 

(Monache; Compagnone, 1996), P. dindygulensis (Wu et al., 2006) e P. duclouxii (Li 

et al., 2006) como antitumorais, P. vulcânica, utilizada para tratamento de 

esterilidade (Mbah et al., 2002), P. blanda com ação tripanocida (Felippe et al., 2008; 

Lopes et al., 2008; Passerini, 2008), entre outras. 

 

 

1.5. Substâncias utilizadas para avaliar alterações no proteoma 

de Trypanosoma cruzi 

 

 

Dando continuidade ao trabalho desenvolvido em nosso laboratório com 

estudos da atividade tripanocida de substâncias isoladas de espécimes da família 

Piperaceae, foram escolhidas três substâncias (peperobtusinas A e B de Peperomia 

obtusifolia e piplartina de Piper tuberculatum) para serem testadas nas formas 

epimastigotas das cepas Y e Bol de T. cruzi quanto à influência nas proteínas do 

parasito para comparação com o benzonidazol, fármaco de uso corrente para a 

doença. 

 Tais substâncias foram estudadas previamente pelo método colorimétrico do 

MTT, para determinação das suas concentrações inibitórias (CI50) (em µg/mL), que 

reduz em 50% a viabilidade celular dos parasitos. As CI50 dessas subtâncias nas 



29 

 

 

 

cepas Y e Bol de T. cruzi estão apresentadas na tabela 1 (extraído de Passerini, 

2008 – dados não publicados). 

 

Tabela 1: Concentração inibitória (CI50) das substâncias puras testadas nas cepas Y e Bol de T. cruzi. 
 

Substâncias 
CI 50 – Y CI 50 – Bol 

µg/ mL µM µg/ mL µM 

Benzonidazol 9,01 34,62 25,00 96,06 

Peperobtusina A de 

P. obtusifolia 
6,45 19,76 7,22 22,12 

Peperobtusina B de 

P. obtusifolia 
8,64 23,32 22,72 61,33 

Piplartina de 

P. tuberculatum 
8,71 27,45 6,65 20,95 

 

 

 Na Figura 3 estão apresentadas as estruturas quimicas das substâncias 

estudadas neste trabalho.   

 Análises de proteoma de T. cruzi após o tratamento com essas substâncias 

naturais podem ser realizadas utilizando a metodologia de eletroforese 

bidimensional – DIGE (GE Healthcare) para verificar as alterações na expressão de 

proteínas do parasito. Nesta técnica, utilizou-se a marcação das amostras (extratos 

de parasitas tratados e não tradados com as substâncias) com diferentes fluoróforos, 

tornando a análise dos géis mais segura e eficiente, sendo a captura de imagens 

realizada pelo Typhoon™ Variable Mode Imager (GE Healthcare).  

Com esses experimentos, nossa equipe pretende iniciar um novo campo de 

estudos para avaliação dos efeitos de substâncias tripanocidas na expressão de 

proteínas em T. cruzi.  
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Figura 3: Estrutura química dos compostos em estudo (CI50 determinada para cepa Y). 
 

 

1.6. Eletroforese bidimensional - DIGE (2D - DIGE) 
 

 

“Two Dimensional Difference Gel Electrophoresis” (2D - DIGE) é uma 

metodologia desenvolvida para determinar com elevada precisão alterações na 

expressão de proteínas em proteomas de amostras biológicas (Minden et al., 2009). 

É uma técnica para separação de misturas complexas de proteínas por carga e 

tamanho, para escaneamento e análise das imagens resultantes dos géis 

bidimensionais pela busca de diferenças na expressão proteica. A técnica é baseada 

na marcação de amostras com fluoróforos (CyDye™ DIGE) o que permite a corrida e 

separação de duas amostras em um mesmo gel, além de um padrão interno. O 
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padrão interno é preparado misturando-se quantidades iguais de cada amostra do 

experimento e incluindo essa mistura em cada gel. 

Combinando técnicas com propriedades inovadoras em fluorescência, 

múltiplas amostras e análises de imagens, 2D-DIGE é um sistema que oferece 

significantes benefícios em relação ao 2D convencional e por isso, essa técnica foi 

escolhida para os ensaios das substâncias frente ao proteoma de T. cruzi.   

 

1.7. Espectrometria de massas e MALDI - TOF - MS 
 

 

 A espectrometria de massas (MS) tem sido utilizada para a análise de 

proteínas e peptídeos desde 1989, quando duas novas técnicas de ionização de 

moléculas grandes, polares e altamente carregadas foram introduzidas (Fenn et al., 

1989; Karas; Hillenkamp, 1989). Em uma das técnicas, electrospray ionization (ESI), 

íons são formados a partir de uma solução líquida à temperatura e pressão, 

enquanto na segunda, matrix assisted laser desorption ionization (MALDI), um pulso 

de laser induz a amostra a sublimar a partir de uma matriz seca cristalina. 

 Há quatro tipos básicos de analisadores de massa utilizados para estudos de 

proteínas: ion trap (IT), time of flight (TOF), quadrupole (Q), e Fourier transform íon 

cyclotron (FT-ICR). 

 Experimentos de espectrometria de massas para a identificação de proteínas 

são baseados principalmente na análise de peptídeos. Espectrometria de massas 

pode medir a massa de proteínas intactas, mas a sensibilidade do espectrômetro de 

massa para proteínas é muito inferior quando comparada à analise de peptídeos, 

além disso, a massa de proteínas inteiras não pode ser medida com precisão 

suficiente para fins de identificação e, finalmente, proteínas são difíceis de manusear 

e a maioria das condições de solubilização não é compatível com o MS. 

 MALDI-TOF-MS tem avançado em suas aplicações de relevância nos últimos 

10 anos, combinando resolução, precisão e sensibilidade na utilização de moléculas 

termolábeis e de elevada massa molecular. MALDI-TOF-MS tornou-se uma técnica 

popular e versátil para analisar uma série de macromoléculas de origem biológica 

em amostras complexas incluindo peptídeos, proteínas, oligossacarídeos e 

oligonucleotideos. 
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2. OBJETIVOS 
 

 

2.1. Geral 
 

 

 O presente trabalho tem por objetivo analisar e comparar, utilizando a técnica 

de eletroforese bidimensional – DIGE (2D - DIGE), as alterações proteômicas em 

duas cepas de T. cruzi (Y e Bol), que apresentaram diferente suscetibilidade às 

seguintes substâncias (p. 30): peperobtusinas A e B de Peperomia obtusifolia e 

piplartina de Piper tuberculatum.  

 

 

2.2. Específicos 
 

 

1. Testar substâncias extraídas de plantas, cujos CI50 apresentaram-se 

relevantes quando comparados ao benzonidazol, fármaco padrão utilizado no 

tratamento da doença de Chagas, pela metodologia 2D - DIGE, na expressão de 

proteínas totais de duas cepas de T. cruzi com diferentes suscetibilidades às 

substâncias em estudo; 

2. Analisar estatisticamente a expressão de algumas proteínas obtidas pela 

técnica de 2D - DIGE com intuito de verificar a influência da substância na expressão 

das proteínas do parasito, e posteriormente, realizar a excisão e digestão por tripsina 

dos spots de proteínas; 

3. Realizar espectrometria de massas de spots excisados (Peptide Mass 

Fingerprint - PMF); 

4. Analisar em bancos de dados públicos (NCBI), com auxílio do programa 

MASCOT, as sequências de peptídeos para identificação das proteínas de T. cruzi 

que sofreram alteração; 

5. Inferir tentativamente uma possível influência bioquímica da substância em 

estudo no metabolismo do parasito. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1. Cultivo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi 
 

 

As formas epimastigotas de T. cruzi foram escolhidas para os experimentos 

por serem formas não infectantes e de fácil manutenção em cultura em laboratório.  

Os parasitos foram cultivados em meio LIT - Liver Infusion Tryptose (68,4 mM 

NaCl; 5,4 mM KCl; 56,3 mM Na2HPO4; 111 mM Dextrose; 0,3% Liver Infusion Broth; 

0,5% Tryptose) (Fernandes; Castellani, 1966). O pH foi ajustado para 7,2 e a 

solução filtrada em papel de filtro e autoclavada. Após resfriada, adicionou-se 10% 

de soro fetal bovino estéril e inativado e 1% de hemin (2,5 mg/mL) também estéril. A 

temperatura mantida em estufa B.O.D. (FANEM) foi de 28 °C. 

 

 

3.2. Padronizações para eletroforese bidimensional 
 

 

Inicialmente, foi feita contagem de parasitos das cepas Y e Bol para 

determinar em que momento esses parasitos deveriam ser expostos às substâncias 

a serem testadas (p. 30), considerando-se o tempo máximo de incubação. A 

contagem dos parasitos foi feita durante 15 dias consecutivos (em câmara de 

Neubauer), e os números expressos em parasito/mL (x107). Foi utilizada uma placa 

de 96 poços e o volume de parasitos por poço foi de 200 µL. A contagem se deu em 

triplicata.  

Também foram realizadas curvas de crescimento da cepa Y de T. cruzi na 

presença de peperobtusinas A e B de Peperomia obtusifolia, respectivamente. 

Curvas de crescimento das cepas Y e Bol tratadas com piplartina de Piper 

tuberculatum foram realizadas. Todos os testes foram feitos em triplicatas utilizando 

placas de 96 poços, em volume de 200 µL para controle (parasitos sem substância) 

e tratado com metade do CI50 de cada substância. Esses testes auxiliaram na 

avaliação do tempo mais adequado para o preparo dos extratos protéicos. 
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3.3. Experimento de eletroforese bidimensional (2D - DIGE) 
 

 

3.3.1.  Cultivo dos parasitos e tratamento das células 
 

 

Inicialmente, as substâncias (p. 30) foram solubilizadas em DMSO resultando 

em uma solução estoque na concentração de 20 mg/mL. 

Culturas de parasitos com quatro dias de crescimento, em volume de 50 ml e 

1x107 parasitos/ml foram tratadas com metade da concentração inibitória (CI50) pré-

determinada das seguintes substâncias: cepa Y com peperobtusina A de Peperomia 

obtusifolia por 48 h; cepa Y com peperobtusina B de Peperomia obtusifolia por 24 h; 

cepas Y e Bol tratadas com piplartina de Piper tuberculatum por 48 h. As culturas 

foram mantidas a 28°C.  

 Controles sem tratamento com as substâncias foram realizados. Os cultivos 

do parasito foram feitos em triplicata biológica, tanto para as amostras tratadas como 

para os controles. 

  Cada tratamento e os demais procedimentos com as amostras deram origem 

a quatro experimentos, cujos resultados foram detalhados separadamente. 

 

 

3.3.2.  Preparo das amostras 
 

 

 Passado o tempo de tratamento com as substâncias, as culturas foram 

centrifugadas (3000 g, 5 min, 4°C), o sobrenadante descartado e os pellets lavados 

três vezes em tryps wash (100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5) 

para a retirada do meio de cultura e ressuspensos em 0,5 mL de tampão de lise 

(Uréia 7M; Tiouréia 2M; CHAPS 4%; Tris 40 mM) contendo inibidores de protease 

(PMSF 0,1 mg/ml; 1µL DTT (1M), 1 µL Pepstatina (1 mg/mL), 1 µL Aprotinina (10 

mg/mL) e 1 µL Leupeptina (10 mg/mL)). A lise dos parasitos se deu por 2h, à 

temperatura ambiente e rotação constante. As amostras foram centrifugadas 

(14000 g, 10 min, 4°C) para a retirada de componentes insolúveis e o 
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sobrenadante, contendo as proteínas solúveis, teve seu pH medido em tiras para 

teste de pH (faixa 4,5 – 10,0) (Sigma-Aldrich) e depois foi armazenado a - 80°C até 

o momento do uso. 

 

 

3.3.3. Quantificação de proteínas 
 

 

 Após a lise, a quantificação das proteínas foi feita pelo método de Bradford 

(1976), tendo BSA como padrão. A partir de uma solução de BSA na concentração 

de 2mg/mL foram feitas diluições seriadas em água Milli-Q até a concentração de 

0,125 mg/mL. A cada diluição foi adicionado: 10 µL tampão de eluição da proteína, 

780 µL de água Milli-Q e 200 µL de reagente de Bradford. O preparo da amostra foi 

da seguinte forma: 10 µL de amostra, 790 µL de água Milli-Q e 200 µL de reagente 

de Bradford. As reações foram incubadas por 5 min em temperatura ambiente. As 

absorbâncias foram lidas em espectrofotômetro (Beckman DU 530 – Life Science 

UV/Vis Spectrophotometer) a 595 nm. A comparação da absorbância das amostras 

com a curva padrão gerada pelas diluições seriadas permitiu a determinação da 

concentração de proteínas. 

 

 

3.3.4.  Marcação das amostras com os fluoróforos Cy Dye (GE 
Healthcare) 

 

 

Inicialmente, os fluoróforos do kit DIGE, Cy Dye 2, 3 e 5 (Cy Dye Minimal 

Label – GE Healthcare) foram solubilizados em DMF (Sigma), sendo de 5 nmol/µL a 

concentração dessa solução estoque. A solução de trabalho foi diluída em DMF, a 

partir da solução estoque, para atingir a concentração de 400 pmol/µL. 

Alíquotas referentes a 50 µg de proteínas de cada réplica do experimento 

(com e sem tratamento) foram tomadas e marcadas com os fluoróforos do kit DIGE 

em pH de 8,5 (ideal), por 30 min, em gelo, ao abrigo da luz. A reação foi terminada 
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por Lisina 10 mM, por 10 min, em gelo, ao abrigo da luz. As triplicatas biológicas 

foram marcadas com os fluoróforos conforme tabela 2.  

 

 
Tabela 2: Desenho experimental para marcação das amostras com os Cy Dye do kit DIGE. 

 Marcação das amostras 

GEL 1 

Padrão interno 1 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy2) 

Controle 1 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy3) 

Tratado 1 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy5) 

GEL 2 

Padrão interno 2 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy2) 

Controle 2 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy5) 

Tratado 2 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy3) 

GEL 3 

Padrão interno 3 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy2) 

Controle 3 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy3) 

Tratado 3 

(50 µg proteínas –  

1 µL de Cy5) 

GEL 4 
PREPARATIVO (gel de recorte de spots) 

(500 µg de proteínas) 

  

 

 Os padrões internos, que correspondem à mistura de todas as amostras, 

foram utilizados para minimizar a variação que ocorre de um gel para outro. Depois 

da marcação com os fluoróforos, as amostras foram misturadas, uma vez que, cada 

gel deve conter um padrão interno (marcado com Cy2), um controle e a amostra 

tratada, conforme apresentado na tabela 2. Cada fluoróforo possui comprimento de 

onda específico de excitação para haver a captura das imagens de cada Cy Dye; 

Cy2 Laser Blue 488 nm; Cy3 Laser Green 532 nm; Cy5 Laser Red 633 nm.  

 Também foram feitos géis preparativos para cada experimento contendo 500 

ug de proteínas (não marcadas com fluoróforos) representando todas as amostras, 

tanto controles como tratadas. Esses géis foram corados pelo Coomassie Blue G 

(0,1%), dos quais foram recortados, posteriormente, os spots de interesse. 
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3.3.5.  Eletroforese em Primeira dimensão 
 

 

A eletroforese em primeira dimensão consiste na separação da amostra em 

tiras (Immobiline DryStrip - GE Healthcare) de gradiente de pH imobilizado (ou IPG) 

baseando-se no ponto isoelétrico das proteínas. A faixa de pH utilizado foi de 3 – 10 

em tiras de 13 cm. As tiras de IPG foram reidratadas e seguiram para a focalização 

isoelétrica, como descrito a seguir. 

 

 

3.3.5.1. Reidratação das tiras de gradiente de pH imobilizado  
 

 

 Após a marcação das amostras com os fluoróforos Cy Dye, as alíquotas 

foram misturadas e o volume completado com tampão de reidratação (DeStreak 

Rehydration Solution - GE Healthcare) para um total de 250 µL acrescido de 1 µL de 

anfólitos (IPG Buffer pH 3-10 – GE Healthcare), capacidade tolerável da tira de IPG 

de 13 cm para absorção total da amostra durante a reidratação, de acordo com o 

fabricante.  

 Para reidratação, procedeu-se da seguinte forma: em um suporte composto 

por canaletas (IPG Box – GE Healthcare) foi adicionado à amostra próximo à 

extremidade da canaleta. O plástico protetor da tira de IPG foi retirado 

cuidadosamente com auxílio de pinça. Então, a tira, com o gel voltado para baixo, foi 

deslizada sobre a amostra com o devido cuidado para não haver formação de 

bolhas. O suporte de canaletas foi fechado para manter as tiras ao abrigo da luz 

devido à fluorescência e mantido em temperatura ambiente por 20 h para que o gel 

da tira de IPG absorvesse toda a amostra contendo as proteínas de T. cruzi. 

 O mesmo processo foi repetido para todas as amostras, inclusive para as tiras 

contendo amostras sem marcação por fluorescência, para que as condições fossem 

as mesmas em cada experimento. 
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3.3.5.2. Focalização isoelétrica (IEF) 
 

 

Após a reidratação das tiras de IPG, estas foram transferidas para um suporte 

de cerâmica (Ettan IPGphor Manifold – GE Healthcare) também composto por 

canaletas, que compõe o aparelho Ettan IPGphor II Isoelectric Focusing System (GE 

Healthcare), responsável pela focalização isoelétrica.  

As tiras foram posicionadas no manifold com o gel voltado para cima e todas 

as canaletas do manifold foram cobertas com óleo mineral (Dry Strip Cover Fluid – 

GE Healthcare). Papéis de filtro umedecidos (Paper wicks – GE Healthcare) foram 

colocados nas extremidades das tiras e somente então foram posicionados os 

eletrodos sobre os papéis de filtro, fazendo contado com as tiras de IPG.  

A focalização isoelétrica se deu a temperatura de 20°C e amperagem de 50 

µA por tira. Para a IEF foi utilizado o seguinte protocolo, de quatro etapas: 200 V, 12 

h; 1000 V, 1000 Vh; 8000 V, 8000 Vh; 8000 V, 20000 Vh, acumulando 31400 Vh. 

Após a IEF, as tiras foram colocadas em tubos de ensaio com tampa e 

armazenadas imediatamente em freezer -80°C, até prosseguir o experimento. Os 

tubos com tiras contendo amostras marcadas por fluorescência foram envolvidos por 

papel alumínio, para mantê-los ao abrigo da luz. 

  

 

3.3.6.  Equilíbrio das tiras de gradiente de pH imobilizado   
 

 

 Para dar prosseguimento com a segunda dimensão, as tiras de IPG 

submetidas anteriormente à focalização isoelétrica foram equilibradas adicionando 

5mL de tampão de equilíbrio (6 M uréia, 50 mM Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8, 30% glicerol, 

2% SDS, gotas de azul de bromofenol 1%) contendo 50mg de DTT (10 mg/mL), 

durante 15 min, sob agitação suave. Essa solução foi substituída por 5 mL de 

solução de equilíbrio acrescida de 125 mg de iodoacetamida (25 mg/mL), também 

por 15 min e agitação suave. 
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 Após essa etapa de equilíbrio, as tiras foram submersas duas vezes em 

tampão Tris-glicina (25 mM Tris base, 250 mM glicina, 0,1% SDS 10%) e submetidas 

imediatamente à eletroforese vertical em SDS-PAGE. 

 Utiliza-se DTT nessa etapa, para romper as pontes dissulfeto 

desestabilizando a estrutura tridimensional das proteínas e a iodoacetamida pode 

alquilar grupos sulfidril e prevenir sua reoxidação. A utilização desses compostos 

garante a separação das proteínas para que interajam com o SDS (Görg et al., 

2004).  

 

 

3.3.7.  Eletroforese em Segunda dimensão 
 

 

A eletroforese em SDS-PAGE para a separação das proteínas por massa 

molecular, que consiste na eletroforese em segunda dimensão, foi realizada com o 

auxilio da cuba SE 600 Ruby (GE Healthcare), placas de vidro 16 x 18 cm e 

espaçadores de 1 cm x 16 cm x 1,5 mm. A separação das proteínas foi realizada em 

SDS-PAGE 12,5% (41,67% Solução de acrilamida 30%, 25% Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, 

1% SDS 10%, 1% APS 10%, 0,04% TEMED) e preparados no dia anterior à corrida 

para garantir a polimerização completa. As tiras de IPG submetidas à focalização 

isoelétrica e equilíbrio foram posicionadas horizontalmente e em contato com o topo 

de cada gel. As tiras foram mantidas nessa posição utilizando 1 mL de agarose 

sealing (0,5% agarose M em tampão Tris-glicina adicionado de gotas de azul de 

bromofenol) para cada gel. Na cuba de eletroforese foram adicionados 4 L de 

tampão Tris-glicina (25 mM Tris base, 250 mM glicina, 0,1% SDS 10%). 

Durante a eletroforese, a corrente utilizada foi de 10 mA/ gel por 45 min, e 30 

mA/ gel até que o azul de bromofenol atingisse 1cm da parte inferior do gel; além de 

100 W e 600 V, sob refrigeração em câmara fria (4°C). 
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3.3.8.  Aquisição de imagem e coloração dos géis preparativos 
 

 

As imagens dos géis contendo as amostras marcadas com os fluoróforos 

foram capturadas imediatamente após o término da segunda dimensão pelo 

equipamento Typhoon™ Variable Mode Imager (GE Healthcare), utilizando o 

programa Typhoon Scanner Control (GE Healthcare). 

O gel preparativo (contendo amostras não marcadas com fluoróforos) foi 

colocado em um recipiente em contato com solução fixadora (45% etanol e 10% 

ácido acético glacial) durante 15 min, em agitação. Essa solução foi descartada e 

então o gel foi encoberto por solução de Coomassie Blue G (0,1%) (Sigma-Aldrich) 

(preparada conforme recomendações do fabricante), permanecendo durante a noite 

(overnight) em agitação. O gel foi descorado com solução descorante (40% etanol e 

10% ácido acético glacial) sob agitação, sendo a solução substituída até que fosse 

possível a visualização dos spots. O gel descorado foi mantido em água (Milli-Q) e 

sob refrigeração até o recorte dos spots de interesse.  

 

 

3.3.9.  Análise estatística dos resultados dos géis 
 

 

Após a digitalização das imagens dos géis as análises estatísticas das 

imagens foram processadas com o auxílio do programa ImageMaster™ 2D Platinum, 

com o qual foi possível observar diferenças na expressão das proteínas, ou seja, 

aquelas que se apresentaram mais ou menos expressas na presença das 

substâncias. Com esse software foi possível detectar diferenças no volume dos 

spots de menos de 10% entre as amostras com 95% de confiança estatística (GE 

Healthcare Handbook).  

Após essas análises foram selecionados e excisados manualmente do gel 

preparativo com o auxílio de um bisturi, 10 spots, sendo cinco em que o tratado 

mostrou maior expressão em relação ao controle e outros cinco spots em que a 

expressão foi menor, para cada experimento. 
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3.3.10. Espectrometria de massas dos spots excisados dos géis 
 preparativos 

 

 

Os spots de interesse excisados do gel preparativo foram descorados com 

50% acetonitrila/ 0,1 M bicarbonato de amônio, pH 8,0. Os géis foram desidratados 

com acetonitrila pura e secos em Speed-vac (Savanti, NY) por 30 min. Os géis foram 

intumescidos com 0,5 µg de tripsina modificada (Promega, Madison, WI) em 20 µL 

de 0,1 M bicarbonato de amônio, pH 8,0 e cobertos com mais 100 µL de 0,1 M 

bicarbonato de amônio, pH 8,0 por 22 h a 37°C. A hidrólise por tripsina foi paralisada 

com 5 µL de ácido fórmico puro. Os peptídeos tripsinizados foram extraídos e 

dessalinizados em microponteira obstruídas com lã de vidro POROS 50 R2 

(PerSeptive Biosystems) previamente equilibradas em 0,2% ácido fórmico e eluídas 

com 60% metanol/ 5% ácido fórmico para análises por espectrometria de massas. 

As amostras foram diluídas em matriz CHCA 5 mg/mL (alfa-cyano-4-hydroxicinnamic 

acid, Sigma, USA) com 50% acetonitrila/ 0,1% TFA (ácido trifluoroacético) e 2-3 µL 

foram depositados em placas Maldi utilizando o método da gota seca. Análises por 

espectrometria de massas foram feitas em MALDI-TOF/TOF (AXIMA 

PERFORMANCE, Kratos-Shimadzu, Manchester, UK) e os espectros MS/MS dos 

peptídeos tripsinizados foram submetidos diretamente ao programa MASCOT contra 

o banco de dados NCBI para identificação das proteínas de T. cruzi.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

4.1. Padronizações Iniciais 
 

 

Os gráficos apresentados nas figuras 4 e 5 mostram as curvas de 

crescimento na fase logarítmica (7 dias) e estacionária (8-14 dias) das cepas Y e Bol 

de T. cruzi,respectivamente. Optou-se por incubar os parasitos (ambas as cepas) 

durante quatro dias em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), para garantir que eles 

estivessem em fase “log” exponencial de crescimento, e somente depois adicionar a 

substância, incubando pelo tempo máximo de três dias. O número de células inicial 

adequado para os experimentos foi de 1x107 parasitos/mL.  
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Figura 4: Curva de crescimento das formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) durante 15 dias 
(controle sem substâncias). 
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Figura 5: Curva de crescimento das formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Bol), durante 15 dias 
(controle sem substâncias). 
 

  

 A figura 6 ilustra o padrão de crescimento da cepa Y de T. cruzi tratada com 

peperobtusina A (p. 30) de Peperomia obtusifolia após 48 h de contato do parasito 

com a substância houve queda na viabilidade celular além da observação de 

modificações morfológicas. Para o tratamento da cepa Y com peperobtusina B de 

Peperomia obtusifolia (Figura 7), o tempo de 24 h pareceu o mais adequado para 

proceder com os experimentos de 2D-DIGE, uma vez que foi possível observar 

queda na viabilidade dos parasitos e diminuição de movimento dos flagelos. O 

tempo de 48 h de exposição à substância pareceu ser o mais indicado para realizar 

os experimentos de 2D-DIGE para as cepas Y e Bol de T. cruzi tratadas com 

piplartina de Piper tuberculatum (Figuras 8 e 9, respectivamente). Ao lado dos 

gráficos da curva de crescimento do parasito tratado com as substâncias citadas são 

apresentadas fotos obtidas por microscopia de contraste de fase das modificações 

morfológicas ocorridas com os parasitos ainda vivos após tratamento com a 

respectiva substância (as figuras foram extraídas de Passerini, 2008). 
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Figura 6: Curva de crescimento da forma epimastigota de T. cruzi (cepa Y) tratada com 
peperobtusina A de Peperomia obtusifolia. 
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Figura 7: Curva de crescimento da forma epimastigota de T. cruzi (cepa Y) tratada com 
peperobtusina B de Peperomia obtusifolia. 
 

 

 

 

 

Fonte: Passerini, 2008. 

Fonte: Passerini, 2008. 

48h de tratamento. 

24h de tratamento. 
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Figura 8: Curva de crescimento da forma epimastigota de T. cruzi (cepa Y) tratada com piplartina de 
Piper tuberculatum. 
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Figura 9: Curva de crescimento da forma epimastigota de T. cruzi (cepa Bol) tratada com piplartina 
de Piper tuberculatum. 
 

  

 A concentração escolhida das substâncias (p. 30) para os testes de 2D-DIGE 

foi a metade da CI50, previamente determinada, uma vez que, a intenção foi deixar o 

parasito em contato com a substância, pelo menor tempo possível, a fim de não 

matar o parasito, mas que fosse suficiente para manter uma quantidade de células 

que possibilitasse a observação de diferenças na expressão das proteínas 

relativamente às substâncias. 

Fonte: Passerini, 2008. 

48h de tratamento. 

Fonte: Passerini, 2008. 

48h de tratamento. 
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4.2. Eletroforese Bidimensional (2D - DIGE) 
 

A seguir, a título de exemplo, a figura 10 apresenta as imagens capturadas de 

um dos géis de cada experimento realizado, contendo padrão interno (A), amostra 

controle (B) e tratada (C) com peperobtusina A e B de P. tuberculatum (ambas em 

cepa Y) e piplartina de P. obtusifolia (cepas Y e Bol) marcados com os fluoróforos do 

kit DIGE.  

 

 
           Figura 10: Géis 2D - DIGE marcados com os fluoróforos: A) Padrão interno - Cy 2; B) Controle 
- Cy 3; e C) Tratado - Cy 5. Sendo o tratamento com: 1) Peperobtusina A de P. obtusifolia (cepa Y). 2) 
Peperobtusina B de P. obtusifolia (cepa Y). 3) Piplartina de P. tuberculatum (cepa Y). 4) Piplartina de 
P. tuberculatum (cepa Bol). 
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 Os géis preparativos (para recorte dos spots) (Figuras 11 a 14) referem-se 

àqueles representativos das amostras tratadas com peperobtusinas A e B de P. 

tuberculatum (ambas em cepa Y) e piplartina de P. obtusifolia (em cepa Y e Bol)  

(p. 30), respectivamente. Após as análises das imagens digitalizadas dos géis foram 

detectados 387 spots (Figura 11) relativos o tratamento com peperobtusina A de P. 

tuberculatum em cepa Y de T. cruzi, sendo destacados aqueles que demonstraram 

diferenças significativas na expressão de proteínas, após as análises estatísticas 

com o auxílio do programa ImageMaster™ 2D Platinum. Foram determinados 416 

spots relativos ao tratamento com peperobtusina B (Figura 12) de P. tuberculatum 

em cepa Y de T. cruzi. Enquanto para as cepas Y e Bol tratadas com piplartina de P. 

tuberculatum foram, respectivamente, 360 e 371 spots identificados (Figuras 13 e 

14, respectivamente).  

  De cada um dos géis preparativos foram selecionados e excisados 

manualmente 10 spots, sendo cinco que mostraram maior expressão da proteína em 

relação ao controle e outros cinco spots em que a expressão foi menor. Tais spots 

(destacados por círculos vermelhos em cada gel preparativo) foram submetidos à 

espectrometria de massas e os resultados estão apresentados nas Tabelas 3 a 6. 

 A espectrometria de massas é uma metodologia de alto custo e que ainda 

não está disponibilizada na Faculdade de Ciências Farmacêuticas - Unesp - 

Araraquara, onde esse trabalho foi desenvolvido, por essa razão foi realizada na 

colaboração com o Centro de Química de Proteínas da FMRP-USP, sob 

coordenação dos Drs. José Cesar Rosa e Lewis Joel Greene. Assim, apenas foi 

possível realizar a análise de 10 spots relativos a cada um dos tratamentos. 
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 A figura 11 e a tabela 3 apresentam os resultados do tratamento da cepa Y de 

T. cruzi com peperobtusina A de P. obtusifolia (p. 30). 

 

 

 

Figura 11: Gel Preparativo (para recorte dos spots) das amostras (cepa Y) tratadas com 
peperobtusina A de P. obtusifolia. Os spots em destaque foram os que demonstraram maiores 
diferenças na expressão de proteínas. 
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 Para a amostra (cepa Y) tratada com peperobtusina A de P. obtusifolia (p. 30) 

somente foram identificadas nove dos dez spots  analisados, pois uma amostra foi 

perdida durante o preparo para a espectometria de massas.  

 Foi possível destacar a proteína do bastão paraflagelar e triparedoxina 

peroxidase (Tabela 3: spots 3 e 10), ambas importantes para o parasito, na 

composição flagelar e proteção natural ao estresse oxidativo, respectivamente.  

 Proteína do bastao flagelar teve sua expressão diminuída após o  tratamento 

com a substância, enquanto que para a enzima triparedoxina peroxidase foi 

observado um aumento de sua expressão na amostra tratada. Como ocorre com o 

benzonidazol, a substância utilizada nesse experimento, provavelmente, gerou 

espécies reativas de oxigênio, o que fez aumentar a expressão da enzima 

triparedoxina peroxidase, envolvida na detoxificação celular no parasito. Devido à 

composição flagelar do parasito, a diminuição na formação do bastão flagelar pode 

torná-lo mais suscetível à morte. 

 As proteínas identificadas são descritas a seguir.  

 

 

• Triparedoxina peroxidase 

  

 

  Tripanosomatídeos apresentam peculiaridades bioquímicas dentre os 

organismos vivos, como um exclusivo metabolismo redox (Irigoin et al., 2008). 

Projeto de sequenciamento do genoma de T. cruzi (El-Sayed et al., 2005) e 

Trypanosoma brucei revelou que nesses tripanosomatídeos faltam genes 

codificadores para glutationa redutase, tioredoxina redutase, catalase e glutationa 

peroxidase (contendo selenocisteína).  

 Em tripanosomatídeos, a principal via enzimática que regula o estado redox 

intracelular é baseada em triparedoxina (TXN) e triparedoxina peroxidase (TXNPx). 

Nessa via, glutationa é convertida em N,N8-bis(glutationil) espermidina, nomeada 

tripanotiona. A forma oxidada de tripanotiona, que é reduzida por tripanotiona 

redutase (TR), reduz triparedoxina (TXN). TXN reduzida reduz por sua vez TXNPx, 

um membro da família das peroxiredoxinas. A função conhecida de TXNPx é 

degradar peróxido de hidrogênio, defendendo a célula do estresse oxidativo (Budde; 

Flohe, 2003; Castro et al., 2002).  
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 Peroxiredoxina (Prx) é uma família de proteínas antioxidantes, que se 

caracteriza por conter um domínio conservado redutor ativo de cisteínas. A função 

principal é a proteção contra os danos causados por peróxidos, levando à redução 

dos mesmos (Andrade et al., 2008). Em tripanosomatídeos, Prx ocorre no citosol ou 

na mitocôndria, podendo utilizar como substrato diferentes espécies reativas do 

oxigênio, como peróxido de hidrogênio, hidroperóxidos e peroxinitrito (Harder et al., 

2006; Andrade et al., 2008). 

 De acordo com Piacenza e colaboradores (2008), T. cruzi protege-se do 

ambiente oxidante por meio de peroxiredoxinas. Para estabelecer a infecção, 

tripomastigotas metacíclicos devem invadir macrófagos e sobreviver às condições 

altamente oxidativas dentro do fagossomo. Peroxiredoxinas apresentam um papel 

principal na minimização da formação de radicais derivados de peroxinitritos, como 

ânions de OH, NO2 e CO3 (Piacenza et al., 2008).  

 

 

• Proteína de bastão paraflagelar 

 

 

 Um típico flagelo é formado por axonema composto por um sistema de 9+2 

pares de microtúbulos envoltos pela membrana flagelar. Um complexo sistema de 

pequenas projeções feitas de proteínas formam os braços internos e externos dos 

pares periféricos e as estruturas radiais. Adicionalmente, complexos de proteínas 

formando partículas intraflagelares podem ser vistos entre os pares periféricos de 

microtúbulos e a membrana flagelar (Wilson et al., 2008). O flagelo de 

tripanosomatídeos apresenta outra estrutura conhecida como bastão paraflagelar, 

organizado em um complexo entrelaçado de filamentos, com três distintos domínios; 

proximal, intermediário e distal, que corre por todo o comprimento do flagelo ao 

longo do axonema da maioria dos kinetoplastideos flagelados (Abdille et al., 2008).  

 Diferentemente do axonema, que é conservado dentre os eucariotos, o 

bastão paraflagelar é restrito a kinetoplastideos, euglenoides e dinoflagelados e é 

importante para a motilidade celular (Ralston; Hill, 2008) e para a adesão do parasito 

a tecidos específicos do inseto vetor (Tetley; Vickerman, 1985). Essa estrutura é 

encontrada somente nesses organismos e seus componentes proteicos são 

estruturalmente e imunologicamente distintos de qualquer sistema filamentar da 
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célula hospedeira, incluindo microfilamentos, microtúbulos ou filamentos 

intermediários (Saborio et al., 1989). A dinâmica da movimentação flagelar em 

tripanosomatídeos envolve mudanças conformacionais intensas dos microtúbulos do 

axonema, estruturas associadas e presumivelmente do bastão paraflagelar. Essa 

proteína tem sido estudada extensivamente nos parasitos hemoflagelados T. cruzi, 

Trypanosoma brucei, Leishmania mexicana e Leishmania amazonensis (Fouts et al., 

1998)  
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A figura 12 e a tabela 4 apresentam os resultados do tratamento da cepa Y de T. 

cruzi com peperobtusina B de P. obtusifolia (p. 30). 

 

 

 
Figura 12: Gel Preparativo (para recorte dos spots) das amostras (cepa Y) tratadas com 
peperobtusina B de P. obtusifolia. Os spots em destaque foram os que demonstraram maiores 
diferenças na expressão de proteínas. 
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 A técnica 2D - DIGE mostrou-se eficiente na determinação de diferenças na 

expressão de proteínas de T. cruzi após tratamento com peperobtusina B de P. 

obtusifolia (p. 30). A espectrometria de massas permitiu identificar quais foram as 

proteínas de T. cruzi presentes em cada um dos dez spots recortados.  

 Para a amostra (cepa Y) tratada com peperobtusina B de P. obtusifolia, foram 

identificadas as proteínas referentes aos 10 (dez) spots analisados, das quais 

podemos destacar proteínas que são alvos potenciais para o desenvolvimento de 

fármacos, como calmodulina, tirosina aminotransferase e arginina quinase (Tabela 4: 

spots 4, 6 e 7, respectivamente), indicando que essa substância possivelmente 

influenciou a expressão dessas proteínas.  

 Calmodulina teve sua expressão diminuída após o tratamento com a 

substância, enquanto que para tirosina aminotransferase e arginina quinase 

observou-se aumento da expressão após tratamento. 

 Algumas considerações interessantes sobre essas proteínas estão descritas a 

seguir: 

  

 

• Calmodulina 

 

 

Calmodulina (CaM) é uma das proteínas mais ubíquas no reino animal; sua 

função tem sido associada ao controle de muitos processos celulares, de acordo 

com oscilações no Ca2+ intracelular (Chin; Means, 2000).  

 Em relação aos tripanosomatideos, CaM foi encontrada em T. brucei (Ruben 

et al., 1983) e T. cruzi (Benaim et al., 1991), assim como em Leishmania donovani 

(Mazmuder et al., 1992), L. braziliensis e L. mexicana (Benaim et al., 1987). Essa 

proteína foi associada a diversas funções em tripanosomatideos, como regulação do 

crescimento em T. brucei (Eid; Sollner-Webb, 1991), estimulação da fosfodiesterase 

cAMP-dependente em T. cruzi (Tellez-Iñon et al., 1985), proteína quinase CaM-

dependente em T. cruzi (Ogueta et al., 1994), transdução de sinal na via cGMP-

óxido nítrico em T. cruzi (Paveto et al., 1995) e estímulo da membrana plasmática 
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Ca2+-ATPase de L. braziliensis (Benaim; Romero, 1990), L. mexicana (Benaim, 

1996), T. cruzi (Benaim et al., 1995) e T. brucei (Benaim et al., 1993).  

 Diferenças significativas na seqüência de aminoácidos da calmodulina foram 

encontradas entre T. cruzi (Chung; Swindel, 1990) e em mamíferos. Uma análise na 

sequência da CaM demonstrou 15 substituições nos aminoácidos em T. cruzi 

quando comparado à sequência em mamíferos. Essas importantes diferenças entre 

CaM de tripanosomatideos e vertebrados torna essa proteína um interessante objeto 

de estudo terapêutico seletivo/específico para T. cruzi. Os resultados mostraram 

uma diminuição na expressão da calmodulina, demonstrando que a substância 

utilizada interferiu na sua expressão. 

 

 

• Tirosina aminotransferase 

 

 

 Aminotransferases pertencem à família alfa de enzimas dependentes de 

vitamina B6 (Alexander et al., 1994), que possuem um importante papel na 

biossíntese de aminoácidos e no metabolismo de carboidratos em procariotos e 

eucariotos.  

 Trypanosoma cruzi possui tirosina aminotransferase (TAT) abundante e 

estável (Montemartini et al., 1993) e tal proteína apresenta similaridade de 40% com 

a sequência com TAT de mamíferos (Rego et al., 2008). Em T. cruzi, tirosina 

aminotransferase participa no metabolismo da metionina, tirosina, triptofano e 

fenilalanina e também tem sido sugerido um papel na reoxidação do NADH glicolítico 

(Noble; Song, 2008). O estudo das regiões da sequência em que aparecem as 

diferenças pode ser interessante no futuro. 

 Tripanosomatídeos expressam um variado grupo de aminotransferases. 

Acredita-se que aminoácidos podem prover intermediários essenciais para alimentar 

o ciclo de Krebs ou a rota da gliconeogênese. A maioria dessas aminotransferases 

exibe notavelmente ampla especificidade ao substrato quando comparadas às 

enzimas de mamíferos, sendo reguladas em nível de expressão de proteína durante 

o ciclo de vida desses parasitos (Nowicki; Cazzulo, 2008; Marciano et al., 2008). Os 

dados apresentados na Tabela 3 demonstram um aumento na sua expressão, que 
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pode estar relacionado com a necessidade de produção de mais energia pelos 

parasitas para suportar o estresse causado pela ação da substância. Essa enzima 

pode também ser relevante na busca de outros alvos terapêuticos no parasito. 

 

 

• Arginina quinase 

  

 

 Essa enzima está envolvida no suprimento de energia para o parasito, uma 

vez que catalisa a produção de fosfoarginina, permitindo que o ATP seja produzido 

rapidamente quando necessário (Silber et al., 2005). 

 Sistemas baseados em fosfagenes (fosfocreatinina e fosfoarginina) mantém a 

homeostase do ATP durante elevada ou flutuante demanda de energia pela célula.  

Arginina quinase sintetiza fosfoarginina, que é o principal reservatório de compostos 

fosfóricos altamente energéticos em uma grande variedade de invertebrados; 

entretanto, em vertebrados somente fosfocreatinina foi encontrada. Arginina quinase 

catalisa a transfosforilação reversível entre N-fosfo-L-arginina e ATP (Ellington, 

2001).  Super expressão de arginina quinase em T. cruzi melhora a capacidade de 

parasitas transfectantes em crescer e sobreviver sob condições de estresse 

nutricional e de pH (Pereira et al., 2003). O aumento da expressão dessa enzima 

observado nos resultados da Tabela 3 (spot 7) parece favorecer essa hipótese. 

Tendo em vista que nesses parasitas fosfagene e sua via biossintética tem 

comportamento totalmente diferente em relação ao que ocorre em hospedeiros 

mamíferos, a arginina quinase também pode figurar como mais um possível alvo 

para estudos terapêuticos (Pereira et al., 2000). 
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 A figura 13 e a tabela 5 apresentam os resultados do tratamento da cepa Y de 

T. cruzi com piplartina de P. tuberculatum (p. 30). 

 

 

 

Figura 13: Gel Preparativo (para recorte dos spots) das amostras (cepa Y) tratadas com piplartina de 
P. tuberculatum. Os spots em destaque foram os que demonstraram maiores diferenças na 
expressão de proteínas. 

 

 



6
4

  

 T
ab

el
a 

5:
 R

es
ul

ta
do

s 
da

 id
en

tif
ic

aç
ão

 d
e 

pr
ot

eí
na

s 
po

r 
P

M
F

 d
e 

T
. 

c
ru

z
i (

ce
pa

 Y
) 

ap
ós

 tr
at

am
en

to
 c

om
 p

ip
la

rt
in

a 
de

 P
. 
tu

b
e
rc

u
la

tu
m

 

S
p

o
ta

 

V
o

lu
m

e 
(%

) 
N

C
B

I 
M

A
S

C
O

T
 

F
u

n
çã

o
 

C
o

n
tr

o
le

 
T

ra
ta

d
o

 
P

ro
te

ín
a 

N
ú

m
er

o
 d

e 

ac
es

so
 

P
ep

tí
d

eo
s 

M
as

sa
 (

D
a)

 
S

co
re

b
 

p
I 

C
o

b
er

tu
r

a 
(%

)c  

1 
+

 2
,1

10
76

  
 

C
ito

cr
om

o 
C

 
ox

id
as

e 
su

bu
ni

da
de

 IV
  

gi
|7

16
60

41
9 

F
T

G
E

P
P

S
W

M
R

  
A

C
T

D
LN

Q
LE

E
W

S
R

  
39

11
9 

12
3 

5,
72

  
6,

90
  

T
ra

ns
po

rt
e 

de
 e

lé
tr

on
s 

2 
+

 2
,1

94
13

  
 

T
ri

p
ar

ed
o

xi
n

a 
p

er
o

xi
d

as
e 

g
i|7

14
08

70
3 

A
N

E
Y

F
E

K
  

E
A

A
P

E
W

A
G

K
  

V
V

Q
A

F
Q

Y
V

D
K

  
H

IT
V

N
D

L
P

V
G

R
  

D
Y

G
V

L
IE

E
Q

G
IS

L
R

  

25
73

4 
33

8 
 

5,
96

  
22

,6
0 

 
R

es
p

o
st

a 
ao

 e
st

re
ss

e 
o

xi
d

at
iv

o
 

3 
+

 2
,3

48
73

  
 

T
ri

p
ar

ed
o

xi
n

a 
p

er
o

xi
d

as
e 

 
g

i|1
72

24
95

3 

Q
IT

V
N

D
L

P
V

G
R

 
S

Y
G

V
L

K
E

E
D

G
V

A
Y

R
 

H
G

E
V

C
P

A
N

W
K

P
G

D
K

  
 

22
66

0 
18

3 
5,

96
  

19
,6

0 
 

R
es

p
o

st
a 

ao
 e

st
re

ss
e 

o
xi

d
at

iv
o

 

4 
+

 2
,4

83
12

  
 

B
et

a-
tu

b
u

lin
a 

g
i|1

22
05

47
 

L
R

E
E

Y
P

D
R

 
L

A
V

N
L

V
P

F
P

R
 

F
P

G
Q

L
N

S
D

L
R

 
K

L
A

V
N

L
V

P
F

P
R

 
F

P
G

Q
L

N
S

D
L

R
K

 
IN

V
Y

F
D

E
A

T
G

G
R

 
A

V
L

ID
L

E
P

G
T

M
D

S
V

R
 

A
V

L
ID

L
E

P
G

T
M

D
S

V
R

 
G

H
Y

T
E

G
A

E
L

ID
S

V
L

D
V

R
  

 

50
12

6 
 

51
3 

 
4,

74
  

16
,7

0 
 

E
st

ru
tu

ra
l 

5 
+

 2
,8

52
88

  
 

C
is

ta
tio

ni
na

 b
et

a-
si

nt
as

e 
 

gi
|7

14
04

30
6 

G
Y

V
LL

D
Q

Y
R

 
S

A
D

K
E

S
F

A
LA

S
E

V
H

R
 

A
H

Y
E

G
T

A
Q

E
IY

D
Q

C
G

K
  

 

47
83

0 
30

8 
 

6,
43

  
9,

60
  

B
io

ss
in

te
se

 d
a 

ci
st

eí
na

 

6 
 

+ 
1,

89
05

1 
 

M
et

ilt
io

ad
en

os
in

a 
fo

sf
or

ila
se

  
gi

|7
16

55
96

4 
 

V
G

G
V

D
C

A
F

LP
R

 
T

F
P

G
LA

A
G

T
E

G
W

R
 

H
G

V
G

H
V

LN
P

S
E

V
N

Y
R

 
LH

E
Q

G
T

S
V

T
M

E
G

P
Q

F
S

T
K

 
LH

E
Q

G
T

S
V

T
M

E
G

P
Q

F
S

T
K

 
Y

Y
A

IE
T

P
F

G
R

P
S

G
D

IC
V

K
  

33
52

3 
45

6 
6,

34
 

24
,8

0 
R

ec
up

er
aç

ão
 d

e 
am

in
oá

ci
do

s 

7 
 

+ 
1,

95
13

5 
 

P
ro

st
ag

la
nd

in
a 

F
2a

 s
in

ta
se

  
gi

|2
50

06
23

9 

Y
D

F
E

E
A

D
Q

Q
IR

 
E

T
Y

G
V

P
E

E
LT

D
D

E
V

R
 

A
Q

Q
N

W
P

LN
E

P
R

P
E

T
Y

R
  

 

42
48

9 
23

5 
5,

83
 

11
,6

0 
F

M
N

 li
ga

nt
e 

8 
 

+ 
1,

96
16

1 
 

P
ro

st
ag

la
nd

in
a 

F
2a

 s
in

ta
se

 
gi

|2
50

06
23

9 

F
IA

N
P

D
LV

E
R

 
Y

D
F

E
E

A
D

Q
Q

IR
 

K
IE

P
LS

LA
Y

LH
Y

LR
 

E
T

Y
G

V
P

E
E

LT
D

D
E

V
R

 
A

Q
Q

N
W

P
LN

E
P

R
P

E
T

Y
R

  
 

42
48

9 
39

1 
5,

83
 

17
,9

0 
F

M
N

 li
ga

nt
e 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

  



6
5

 

 

 

 T
ab

el
a 

5:
 R

es
ul

ta
do

s 
da

 id
en

tif
ic

aç
ão

 d
e 

pr
ot

eí
na

s 
po

r 
P

M
F

 d
e 

T
. 

c
ru

z
i (

ce
pa

 Y
) 

ap
ós

 tr
at

am
en

to
 c

om
 p

ip
la

rt
in

a 
de

 P
. 
tu

b
e
rc

u
la

tu
m

 –
 C

o
n

ti
n

u
aç

ão
 

9 
 

+ 
1,

98
22

9 
 

P
ro

te
ín

a 
do

 
ch

oq
ue

 t
ér

m
ic

o 
70

 
kD

a,
 p

re
cu

rs
or

  
m

ito
co

nd
ria

l 
 

gi
|7

14
07

51
5 

D
A

G
T

IA
G

LN
V

IR
 

E
IS

E
V

V
LV

G
G

M
T

R
 

E
IS

E
V

V
LV

G
G

M
T

R
 

R
F

E
D

S
N

IQ
H

D
IK

 
K

V
S

N
A

V
V

T
C

P
A

Y
F

N
D

A
Q

R
  

71
50

3 
24

2 
5,

75
 

8,
40

 
E

no
ve

la
m

en
to

 p
ro

té
ic

o 

10
 

 
+ 

2,
02

36
8 

 
P

ro
te

ín
a 

do
 

ch
oq

ue
 t

ér
m

ic
o 

70
 

kD
a 

gi
|1

19
39

44
67

 

F
E

E
LC

G
D

LF
R

  
A

V
H

D
V

V
LV

G
G

S
T

R
  

T
T

P
S

Y
V

A
F

T
D

T
E

R
  

72
42

8 
23

8 
5,

37
 

5,
40

 
E

no
ve

la
m

en
to

 p
ro

té
ic

o 

 
 

a 
- 

N
úm

er
o 

do
s 

s
p
o
ts

 c
or

re
sp

on
de

nd
o 

àq
ue

le
s 

in
di

ca
do

s 
na

 F
ig

ur
a 

6 

 
 

b
 -

 P
ro

ba
bi

lid
ad

e 
ba

se
ad

a 
em

 M
O

W
S

E
 (

M
o
le

c
u
la

r 
W

e
ig

h
t 
S

e
a
rc

h
) 

na
 id

en
tif

ic
aç

ão
 d

e 
pr

ot
eí

na
s 

pe
lo

 p
ro

gr
am

a 
M

A
S

C
O

T
 

c-
 P

or
ce

nt
ag

em
 d

e 
co

be
rt

ur
a 

pr
ev

is
ta

 d
a 

se
qu

ên
ci

a 
pr

ot
ei

ca
 p

or
 c

or
re

sp
on

dê
nc

ia
 d

e 
pe

pt
íd

eo
s 

at
ra

vé
s 

do
 p

ro
gr

am
a 

M
A

S
C

O
T

 

  

     



66 

 

 

 Para a amostra (cepa Y) tratada com piplartina de P. tuberculatum (p. 30), 

foram identificados os dez spots  analisados, dos quais podemos destacar as 

proteínas triparedoxina peroxidase e beta tubulina (Tabela 5: spots 2, 3 e 4), 

importantes para o parasito como proteção natural ao estresse oxidativo e para a 

composição estrutural. Triparedoxina peroxidase foi identificada em dois spots 

analisados. As diferentes proteínas destacadas tiveram sua expressão diminuída na 

amostra tratada com a substância piplartina. 

 Segue uma breve descrição sobre beta-tubulina, pois triparedoxina 

peroxidase já foi descrita anteriomente nesse trabalho. 

 

 

• Beta tubulina  

 

 

 Recentemente, o componente microtubular do citoesqueleto de Kinetoplastida 

tem se tornado um potencial sítio para o ataque de agentes quimioterápicos. 

Microtúbulos são heterodímeros formados por quantidades iguais de α e β 

polipeptídeos de tubulina. A estrutura primária das tubulinas foram altamente 

conservadas através da evolução (Little, 1981). Entretanto, a participação de 

tubulinas em diversos eventos celulares guiou em 1976 à hipótese de que diferentes 

polipeptídeos de tubulinas podem formar microtúbulos distintos funcionalmente 

(Fulton; Simpson, 1976). Tripanosomas apresentam três classes de microtúbulos: o 

flagelar, o mitótico e a forma subpelicular. Microheterogeneidade da tubulina em 

tripanosoma pode ser sobreposta à heterogeneidade intra-específica bioquímica, 

imunológica e genética predominante em populações de T. cruzi. 

 Espécies do parasito do gênero Trypanosoma exibem uma variedade 

particular de formas celulares que são definidas pelo citoesqueleto interno. O 

citoesqueleto é caracterizado por um cinto de microtúbulos que são cruzados entre 

si e com a membrana plasmática. Células de tripanosomatídeos possuem extrema 

precisão na organização de microtúbulos e filamentos, com algumas de suas 

organelas, como mitocôndria, cinetoplastos, corpos basais e flagelo, presentes em 

cópia única em cada célula. A duplicação dessas estruturas e mudanças em suas 
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posições durante diferenciações no ciclo de vida proporcionam marcadores 

envolvidos na determinação da forma celular e divisão (Gull, 1999).  

 O citoesqueleto representa uma estrutura básica da arquitetura de células 

eucarióticas. Durante o curso da evolução, muitos componentes do citoesquelto, por 

exemplo, as tubulinas, permaneceram conservadas em grau notável. Entretanto, 

apesar de haver muitas similaridades entre o citoesqueleto de hospedeiros 

(mamíferos) e parasitos (tripanosomatídeos), diferenças significantes também 

existem em suas respectivas estruturas, funções e bioquímica. Muitas dessas 

características espécie- específicas do citoesqueleto de tripanosomatídeos podem 

representar alvo potencial para ataque quimioterapêutico.  

 Assim, melhor entendimento da estrutura e função do citoesqueleto pode 

direcionar o desenvolvimento de novas e efetivas drogas tripanocidas e já que os 

microtúbulos são componentes estruturais predominantes do citoesqueleto de 

tripanosomatídeos, eles representam uma área de exploração para o 

desenvolvimento de quimioterápicos (Hemphill et al., 1991). 
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 A figura 14 e a tabela 6 apresentam os resultados do tratamento da cepa Bol 

de T. cruzi com piplartina de P. tuberculatum (p. 30). 

 

 

 
Figura 14: Gel Preparativo (para recorte dos spots) das amostras (cepa Bol) tratadas com piplartina 
de P. tuberculatum. Os spots em destaque foram os que demonstraram maiores diferenças na 
expressão de proteínas 
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 No experimento 4, em que a amostra (cepa Bol) foi tratada com piplartina de 

P. tuberculatum (p. 30), foram identificados e analisados dez spots, dos quais 

podemos destacar as proteínas triparedoxina peroxidase e metionina sulfóxido 

redutase (Tabela 6: spots 1, 4 e 10), importantes para o parasito como proteção 

natural ao estresse oxidativo. Triparedoxina peroxidase foi identificada em dois spots 

analisados e, em ambos, teve sua expressão diminuída na amostra tratada por 

piplartina, enquanto que metionina sulfóxido redutase teve maior expressão na 

amostra tratada em relação ao controle. A enzima triparedoxina peroxidase já foi 

descrita anteriormente.  

 

 

• Metionina sulfóxido redutase (MSR) 
 

 

 Os aminoácidos mais suscetíveis à oxidação são cisteína, histidina, triptofano, 

tirosina e metionina. A oxidação da metionina (Met) em metionina sulfóxido (MetSO) 

afeta a função biológica de proteínas oxidadas (Friguet, 2006). Consequentemente, 

a ocorrência de um sistema para a redução de MetSO a Met é importante para a 

célula. Essa reação é catalisada pela enzima metionina sulfóxido redutase (MSR), 

que está presente em praticamente todos os organismos (Moskovitz, 2005; Boschi-

Muller et al., 2008). A enzima protege o organismo do estresse oxidativo, sendo 

essencialmente envolvida na resistência a estresse abiótico e biótico em plantas e 

animais (Moskovitz et al., 1998; Bechtold et al., 2004). 

 Apesar da relevância de MSR na bioquímica e fisiologia celular de vários 

organismos, essa enzima nunca foi caracterizada em protozoa, especialmente 

aqueles de importância médica e veterinária. 

 Arias e colaboradores (2011) estudaram metionina sulfóxido redutase em T. 

cruzi e T. brucei e a pesquisa indica uma função chave dessa enzima no 

metabolismo redox em tripanosomatídeos. A pesquisa guiou o grupo a concluir que 

em T. cruzi, assim como em T. brucei, MSR pode ajudar os parasitos a enfrentar o 

estresse oxidativo. Essa enzima não participa diretamente na eliminação de agentes 

oxidantes, mas no reparo de proteínas oxidadas para a manutenção da 

funcionalidade celular. 
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 Os mesmos pesquisadores observaram que a reversão do estado oxidado de 

MSR recombinante era dependente da presença de triparedoxina (TXN) reduzida, 

um substrato redutor potencial fisiologicamente a MSR. Esse achado sustenta uma 

nova via redox, com a participação de diferentes substratos fisiológicos. 

 Apesar de não ser uma enzima exclusiva de tripanosomatídeos, metionina 

sulfóxido redutase é uma enzima participante do processo de defesa do parasito 

frente ao estresse oxidativo, indicando que a substância utilizada nesse ensaio, a 

piplartina de P. tuberculatum, causou esse estresse, e por isso a expressão dessa 

enzima aumentou na amostra tratada. 

 Embora a cura ou controle da doença de Chagas no indivíduo chagásico 

ainda não esteja totalmente elucidada até este momento, destarte o enorme 

empenho de Carlos Chagas no seu estudo, devido às diferenças nas cepas e nas 

reações dos indivíduos infectados, e ainda que o alvo da triparedoxina peroxidase 

seja um dos mais promissores, não se descartam outros que poderiam ser 

estudados concomitantemente. Em outras palavras, assim como em algumas outras 

doenças infecciosas, como a AIDS, por exemplo, possivelmente um coquetel de 

substâncias, potencialmente ativas, também deva ser avaliado na doença de 

Chagas.  

 Além disso, embora alguns estudiosos sugiram a necessidade de avaliar as 

substâncias potencialmente tripanocidas em outras formas do parasito (amastigotas 

e tripomastigotas) (Moreno et al., 2010), torna-se difícil e complexo realizar um 

rastreamento de substâncias em sistemas in vivo, que utilizam células ou animais 

(normais e/ou infectados), devido às dificuldades inerentes dos procedimentos de 

automação que posam testar várias substâncias ao mesmo tempo.  

 Portanto, entende-se que ainda existem várias lacunas a serem preenchidas 

e que os resultados desse trabalho podem auxiliar na busca de novos enfoques para 

estudo dessas moléculas. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 

 A técnica utilizada nesse trabalho, 2D-DIGE, mostrou-se viável para a análise 

proteômica em T. cruzi; 

 

 Através da espectrometria de massas foi possível identificar todos os spots 

recortados que demonstravam diferenças de expressão, com exceção de uma 

amostra perdida durante o seu preparo para essa técnica; 

 

  Para a cepa Y tratada com peperobtusina A de P. obtusifolia identificou-se a 

proteína de bastão paraflagelar e triparedoxina peroxidase, envolvidas com a 

composição flagelar e com a resposta ao estresse oxidativo no parasito, 

respectivamente; 

 

 Para o experimento realizado com a cepa Y de T. cruzi tratada com 

peperobtusina B de P. obtusifolia foram identificadas as proteínas calmodulina, 

tirosina aminotransferase e arginina quinase, interessantes como possível alvo de 

estudo terapêutico; 

 

 Os resultados obtidos com o tratamento das cepas Y e Bol de T. cruzi pela 

piplartina de Piper tuberculatum demonstraram que, embora as cepas testadas 

apresentem diferente suscetibilidade em relação ao benzonidazol, a substância 

piplartina, ao contrário, não apresentou ação seletiva em relação a essas cepas, 

provocando alteração na expressão de enzimas envolvidas na proteção do parasito 

frente ao estresse oxidativo, como triparedoxina peroxidase e metionina sulfóxido 

redutase, importantes alvos potenciais para estudos terapêuticos. 

  

 Os dados apresentados são interessantes e inovadores, pois a técnica 2D-

DIGE nunca antes foi utilizada para esse tipo de análise em T. cruzi. 
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