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RESUMO 

 

 

PAULA, Jéssica Isis Oliveira de. Diferentes abordagens para a descoberta de novos alvos 

terapêuticos contra a doença de Chagas. 2019. 129 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – 

Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2019. 

 

O Trypanosoma cruzi é o agente causador da doença de Chagas. O parasito obrigatoriamente 

necessita entrar na célula para replicar e expandir a infecção no hospedeiro vertebrado. Os 

tripomomastigotas são classicamente descritos como as formas infectantes do T. cruzi, e possuem a 

capacidade invadir a célula hospedeira. Após a invasão na célula do vertebrado, o parasito sofre o 

processo de amastigogênese, no qual formas tripomastigotas se diferenciam para as formas 

amastigotas, que proliferam. As etapas de invasão intracelular e amastigogênese são essenciais para o 

estabelecimento do parasito, sendo alvos de pesquisa para desenvolvimento de drogas. Atualmente são 

utilizados dois fármacos para o tratamento: benznidazol e nifurtimox. Ambos os fármacos apresentam 

efeitos adversos que provocam a interrupção do tratamento pelo paciente, além de terem baixa eficácia 

na fase crônica da doença de Chagas, tornando importante o desenvolvimento de novas drogas. 

Existem basicamente duas abordagens no desenvolvimento de novos fármacos: a fenotípica e a 

baseada em alvo. Nesse trabalho foi utilizada a abordagem baseada em alvo. Dentro dessa abordagem 

foram empregadas duas estratégias diferentes. A primeira consistiu em entender a biologia da relação 

do parasito e da célula hospedeira. Nesse contexto, estudamos o papel das ROS, mais especificamente 

o H2O2, na infecção intracelular. Uma vez que é observada a produção de ROS no fagolisossomo e que 

nesse compartimento ocorre a sinalização para a amastigogênese, investigou-se a influência de H2O2 

nesse processo. Foi observado que o H2O2 aumentou em 30% a diferenciação após duas horas de 

indução por pH ácido. No entanto, dentre os antioxidantes testados, apenas PEG-catalase, uma enzima 

que dismuta diretamente H2O2 em O2 e H2O, foi capaz de inibir a indução da amastigogênese por estas 

ROS. Observou-se que o H2O2 foi capaz de ativar uma serina/treonina fosfatase, bem como, o ácido 

ocadáico (OKA) inibidor de PP2A, reverteu o efeito deste ROS na amastigogênese. Corroborando a 

participação de ROS, observou-se que a indução à diferenciação por pH ácido promoveu a produção 

de H2O2 após 1 hora, sendo essa reduzida posteriormente. Ao avaliar a expressão gênica da superóxido  

dismutase do T. cruzi, observou-se que a isoforma mitocondrial (Fe-SODA) foi modulada 

positivamente após 60 minutos e 90 minutos de indução à diferenciação. Além disso, foi observada a 

redução do consumo de oxigênio e capacidade máxima de respiração, bem com a redução do potencial 

de membrana mitocondrial (ΔΨm) após 60 e 120 minutos de indução à amastigogênese. Considerando 

esses resultados, em que a disfunção mitocondrial é acompanhada pela perda de ΔΨm, a produção de 

H2O2 observada pode ser de origem mitocondrial promovida pela abertura do poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial (mPTP). De fato, o inibidor de mPTP, ciclosporina, e o antioxidante 

mitocondrial, mitoTEMPO, foram capazes de inibir a produção de H2O2 induzida pelo pH ácido. Em 

conjunto, esses resultados demonstraram que o H2O2 atuou como molécula sinalizadora para 

diferenciação de formas tripomastigotas para amastigotas em T. cruzi. A segunda estratégia consistiu 

na varredura da superfície de tripomastigotas com uma biblioteca de fagos. Após o biopanning, foram 

identificados dois clones com afinidade para as formas tripomastigotas, N3 e N1. O peptídeo expresso 

no clone N3 foi sintetizado e ensaios in vitro de ligação demonstraram a especificidade do peptídeo 

com as formas infectantes do T. cruzi. Além disso, o peptídeo mostrou-se bioativo, inibindo a invasão 

em células Vero. Desta forma, o peptídeo N3 se liga à uma molécula de superfície de T. cruzi que é 

importante para a invasão celular.  

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Amastigogênese. ROS. Phage display. Biopanning. 

Abordagem baseada em alvo 



ABSTRACT 

 

 

PAULA, Jéssica Isis Oliveira de. Differents approachs in target-based drug discovery against 

Chagas Disease. 2019.129 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) –  Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 

 

Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease. The parasite needs to enter in the 

host cell to grow and expand infection. Trypomastigotes are classicaly infective forms of T. cruzi, and 

they are able to invade host cell. After the invasion of the mammalian cell, parasites start 

amastigogenesis process, in which trypomastigotes forms differentiate into amastigotes that 

proliferate.Those steps of intracelular invasion and amastigogenesis are essential to parasite. 

Currently, two drugs are used to treatment: benznidazol and nifurtimox. Both drugs show side 

adverses effects that causes treatment interruption by the patient, due to of the low efficacy in chronic 

phase of Chagas diseases, making important the development of new drugs. Basically, two aproaches 

are applied in drugs development: phenotype and targed-based. In this work, we used two strategies in 

the targed-based approach. The first was to study the parasite biology relationship with host cell. In 

this context, we search ROS relation, especifically H2O2, in the intracelular infection. Once ROS are 

produced in the phagolysosome and in this compartment has signaling to amastigogenesis, we 

investigated the H2O2 influence in this process.We observed that H2O2 increased 30% of differentiation 

after two hours of induction by low pH. However, among antioxidant molecules tested, only PEG-

catalase, enzyme that neutralizes directly H2O2 inhibited amastigogeneses improvement ROS-induced. 

We observed that H2O2 increased a serine/threonine phosphatase activity, as well as PP2A inhibitor 

okadaic acid (OKA) reverted H2O2 effect upon amastigogenesis. Corroborating ROS involvement, 

observed that differentiaton induced by acid pH produced H2O2 after one hour, being reduced later. 

When we evaluated the superoxide dismutase gene expression of T. cruzi, we observed that 

mitochondrial isoform (Fe-SODA) were up regulated after 60 minutes and 90 minutes differentiation 

induction. Furthermore, we detected a reduction in the oxygen consumption and maximal eletron 

tranference system capacity, as well as loss in the mitochondrial membrane potential (ΔΨm) after 60 

minutes and 120 minutes of amastigogenese induction. In consideration of these results, wherein 

mitochondrial dysfunction is followed by loss of ΔΨm, H2O2 production observed can be from 

mitochondrial by mitochondrial permeability transition pore (mPTP). Indeed, mPTP inhibitor 

cyclosporin and mitochondrial antioxidant mitoTEMPO reduced H2O2 generation induced by low pH. 

Together, this results showed that H2O2 act as signaling molecule to differentiation. The second 

strategy were trypomastigote surface screening by phage display library. After biopanning, were 

identified two high affinity clones, N3 and N1. The peptide express in N3 clone were synthetized and 

in vitro bound assays showed peptide specificity to infective forms of T. cruzi. Furthermore, peptide 

were active inhibiting Vero cells invasion. Thus, N3 peptide bound in a surface molecule of T. cruzi 

that is important to cell invasion.  
 

Keywords: Trypanosoma cruzi. Amastigogenesis. ROS. Phage display. Biopanning. Target-

based approach. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A doença de Chagas é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), existem oito milhões de pessoas 

infectadas no mundo, sendo a maioria dos casos na América Latina, região endêmica da 

doença de Chagas (WHO, 2019). Atualmente, o tratamento da doença é baseado em apenas 

duas drogas descobertas há mais de 30 anos: o benznidazol (Rochagan
®
, Rodanil

®
, Roche) e o 

nifurtimox (Lampit
®
, Bayer). No entanto, ambos os fármacos causam diversas reações 

adversas e apresentam baixa eficácia na fase crônica da doença (Colantonio et al., 2016). O 

nifurtimox apresenta os efeitos mais agressivos e não é mais utilizado no Brasil, Argentina, 

Chile e Uruguai (Pérez-Molina e Molina, 2018). Nesse contexto, a descoberta de novos 

fármacos para o tratamento da doença de Chagas ainda se faz necessário. 

As formas infectivas clássicas T. cruzi são as tripomastigotas, que são capazes de 

invadir a célula do hospedeiro vertebrado. Após a invasão na célula do vertebrado, as formas 

tripomastigotas se diferenciam para as formas amastigotas (processo denominado 

amastigogênese), que são formas capazes de proliferar e expandir a infecção intracelular no 

hospedeiro vertebrado (Lidani et al 2017). Sendo assim, as etapas de invasão intracelular e 

amastigogênese são essenciais para o estabelecimento do parasito, sendo alvos de pesquisa 

para desenvolvimento de drogas. Podemos destacar duas abordagens diferentes para o 

desenvolvimento de novos fármacos: a fenotípica e a baseada em alvo. Nesse trabalho foi 

utilizada a abordagem baseada em alvo, sendo empregadas duas diferentes estratégias. Na 

primeira visamos estudar a relação entre o parasito e a célula hospedeira. Para isso, estudamos 

o papel das espécies reativas de oxigênio (ROS), mais especificamente o H2O2, na 

diferenciação de formas tripomastigotas para as formas amastigotas. A segunda estratégia 

consistiu no uso da técnica de phage display nas formas infectantes tripomastigotas. Para este 

fim, foi utilizado uma biblioteca de fagos para seleção de peptídeos específicos para a 

superfície de T. cruzi com capacidade de inibir a invasão do parasito na célula do hospedeiro 

vertebrado. 
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1 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

1.1. Doença de Chagas 

 

 

Em 1909, o pesquisador e sanitarista Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (Carlos 

Chagas) descreveu uma nova tripanossomíase americana, hoje designada como doença de 

Chagas. A descoberta ocorreu durante a campanha antimalária em Lassance (Minas Gerais) 

em 1907, ao investigar um inseto hematófago, conhecido entre os moradores da região como 

barbeiro. Este trabalho tornou-se um marco na ciência brasileira, uma vez que Chagas não 

apenas descreveu o vetor, como também o patógeno e os aspectos epidemiológicos e clínicos 

da doença. Em homenagem ao seu mestre, o pesquisador Oswaldo Cruz, o parasito causador 

da doença foi nomeado como Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909; revisto por Pérez-Molina e 

Molina, 2018).  

A transmissão da doença Chagas não é exclusivamente vetorial, uma vez que a 

infecção pelo Trypanosoma cruzi pode ocorrer por outras vias. Dentre as vias de infecção 

destacam-se: i) vertical ou congênita, ii) oral, iii) transfusão sanguínea, iv) transplante de 

órgãos e v) exposição acidental no laboratório (Martins-Melo et al., 2012).  

A transmissão vetorial ocorre pelos insetos vetores da doença, que são reservatórios 

do T. cruzi e pertencem à família Reduviidae e subfamília Triatominae, conhecidos 

popularmente como barbeiros. Durante o repasto sanguíneo os insetos defecam próximo ao 

sítio da picada e os parasitos presentes nas fezes são levados a corrente sanguínea com a ajuda 

do hospedeiro vertebrado (transmissão estercorária) (Nouvellet et al., 2013; Rassi et al., 

2012). Uma vez que a transmissão vetorial é uma das principais causas de infecção em 

humanos, uma das formas de combater a doença é o controle dos vetores. No Brasil foi 

erradicada a transmissão pelo Triatoma infestans, o principal vetor no país. Em 

reconhecimento, foi emitido um certificado internacional de eliminação da transmissão da 

doença de Chagas por esta espécie pela Pan American Health Organization (PAHO, 2006). 

No entanto, essa certificação pode criar a ilusão do fim da transmissão vetorial, 

desconsiderando a transmissão por outras espécies além do Triatoma infestans (Abad-Franch 

et al., 2013). Dentre estas espécies, pode-se destacar: i) Triatoma brasiliensis no nordeste 

(Costa, 2000) e ii) Triatoma pseudomaculata no cerrado e na caatinga brasileira (Carbajal de 

la Fuente et al., 2009). Além dessas espécies, um estudo realizado entre os anos de 2008 e 
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2013 encontrou o Triatoma sordida como um possível transmissor da doença no sudeste da 

Bahia (Silveira et al., 2016). Além de existir outras espécies transmissoras, mudanças da 

distribuição geográfica de alguns vetores podem alterar o perfil de espécies locais (Abad-

Franch e Monteiro, 2007; Medone et al., 2015). Desta forma, estudos epidemiológicos e de 

dinâmica populacional dos vetores são importantes para aperfeiçoamento de programas de 

controles de vetores.  

A transmissão vertical ou congênita ocorre quando a mulher transmite o T. cruzi para 

seu filho durante a gravidez, através da placenta ou durante o parto. Cerca de 5% dos casos de 

mulheres infectadas cronicamente na Bolívia, Chile e Paraguai transmitem a doença para seus 

filhos, diferente do que é observado em outros países, com o índice em torno de 1 a 2% ou 

menor (revisado por Rassi et al., 2010).. A doença de Chagas congênita pode causar partos 

prematuros, nascimentos de crianças com pouco peso corporal ou mortas. Os recém-nascidos 

podem desenvolver hepatoesplenomegalia, meningoencefalite, miocardite, anasarca (edema 

generalizado em todo corpo) ou anemia (Cardoso et al., 2012). 

A transmissão oral acontece pela ingestão de alimentos contaminados com o T. cruzi. 

Esta via apresenta maior mortalidade, variando de 8% a 35%, enquanto que a transmissão 

clássica, vetorial, apresenta mortalidade de 5 a 10%. Além disso, está associado com a 

morbidade, aumentando a prevalência e a gravidade de miocardites (revisado por Barreto de 

Albuquerque et al., 2018). A transmissão oral da doença de Chagas tem ganhado destaque 

atualmente, principalmente pela redução da via vetorial, no entanto essa rota já tinha sido 

considerada por Carlos Chagas, em 1909, e demonstrada por outros pesquisadores 

posteriormente em camundongos. A região amazônica do Brasil é considerada uma área 

endêmica e a transmissão é preocupante, uma vez que essa região representou 50% dos casos 

de transmissão entre 1968 e 2000 (Coura et al., 2002; Coura, 2018). A transmissão oral tem 

causado surtos de infecção em diferentes locais. Em 2005, três pessoas morreram em Santa 

Catarina, enquanto que, em 2007, na Venezuela ocorreu o maior surto de infecção oral pelo T. 

cruzi já conhecido até hoje. Neste surto, 103 pessoas de uma comunidade escolar, de classe 

média e saudável, foram contaminadas através da ingestão de suco de goiaba. Infelizmente, 

uma criança de cinco anos morreu (Andrade et al., 2011; Noya et al., 2010).  

A transmissão por transfusão sanguínea é provavelmente a segunda forma mais 

frequente de infecção. No Brasil, estima-se que em 1970, 100.000 novos casos da doença 

foram causados por transfusão de sangue. Em países não endêmicos a transmissão por 

transfusão de sangue tem papel de destaque, sendo uma das principais causas da globalização 

da doença. Destaca-se ainda que a transfusão de plaquetas tem maior risco de transmissão, 
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uma vez que concentra o maior número de tripomastigotas (Coura et al., 2014; Rassi et al., 

2012).  

A transmissão acidental é menos frequente e ocorre principalmente em laboratórios 

de pesquisa que trabalham com o T. cruzi. Em 2009, foi reportado um caso de uma experiente 

técnica que negligenciou um acidente de autoinoculação com o parasito, e foi diagnosticada 

apenas 21 dias após o acidente. Este estudo reforça a importância de adoção de práticas 

seguras de manipulação laboratorial e a seriedade de um acidente, aparentemente sem 

consequências (Herwaldt, 2001; Kinoshita-Yanaga et al., 2009). 

A doença de Chagas humana apresenta duas fases de acordo com o tempo e nível de 

parasitos no sangue: aguda e crônica (figura 1) (Pérez-Molina e Molina, 2018).  

 

Fonte: De Bona et al., 2018. 

 

A fase aguda é o estágio clínico inicial curto, 4 a 8 semanas, normalmente é 

assintomática. Alguns indivíduos, porém, podem apresentar sintomas e sinais inespecíficos, 

como lesões inflamatórias no sítio de entrada do parasito (chagoma), mal-estar e febre. Com 

alta carga parasitária no sangue, nesta fase o parasito pode ser detectado no sangue fresco por 

exame direto em microscópio ou em análises da reação em cadeia da polimerase (PCR, do 

inglês, Polymerase Chain Reaction). Além disso, exames tradicionais de hemocultura ou 

xenodiagnóstico (exame realizado com os vetores) podem ser realizados. Poucos casos nessa 

fase desenvolvem-se para óbito, quando acontece normalmente é por miocardite severa e 

meningoencefalites, sendo as crianças com maior risco de mortalidade (revisado por 

Chatelain, 2015; Pérez-Molina e Molina, 2018).  

Figura 1 - História natural da doença de Chagas 
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A fase crônica corresponde ao tempo tardio da infecção, um longo período de tempo 

após a exposição ao parasito e podendo persistir por décadas. Apresenta-se em quatro formas 

diferentes: indeterminada, cardíaca, digestiva e cardio-digestiva (de la Rosa et al., 2018). 

Na forma indeterminada da doença de Chagas, os indivíduos possuem anticorpos 

contra o T. cruzi, porém não apresentam sinais clínicos e sintomas da doença. Esta fase pode 

durar de 10 a 30 anos, dificultando o diagnóstico da doença. No entanto esses indivíduos 

podem transmitir a doença e, portanto, podem contribuir para a sua dissiminação durante a 

gravidez e através da transfusão sanguínea. Considerando esses aspectos, tem-se estudado 

formas de diagnósticos eficientes para esta fase (Barros et al., 2001; de la Rosa et al., 2018; 

Noya-Rabelo et al., 2018).  

Cerca de 25-30% dos indivíduos infectados desenvolvem a forma grave cardíaca, e 

enquanto 30 a 40% dos indivíduos que apresentam a fase indeterminada podem desenvolver 

as complicações cardíacas. Esses indivíduos que manifestam os sintomas cardíacos 

apresentam uma mudança visível tanto na forma quanto no tamanho do coração. Além disso, 

é possível observar lesões teciduas (fibrose) promovidas por uma intensa resposta 

inflamatória. Com isso, a função cardíaca é comprometida nesses indivíduos e em casos mais 

graves levando ao transplante de coração (Bonney et al., 2018). 

Na forma digestiva da doença de Chagas ocorre uma intensa inflamação crônica, 

tendo como consequência a destruição de neurônios entéricos. Os indivíduos apresentam 

alargamento progressivo do esôfago (megaesôfago), do cólon sigmóide ou reto (megacólon) 

(revisto por Chatelain, 2015; Jabari et al., 2014). 

Atualmente a doença de Chagas afeta aproximadamente seis milhões de pessoas, um 

número expressivamente menor que na década de 90, onde a doença afetava entre 15 e 30 

milhões de indivíduos. Essa redução é resultado de programas de saúde pública, como por 

exemplo, controle vetorial e de bancos de sangue. Contudo, é importante salientar que a 

doença apresenta uma incidência anual de 30 mil casos nas Américas e de 14 mil mortes, e 

que os índices de insuficiência cardíaca devido a doença de Chagas não foram reduzidos. 

Além disso, cerca de 70 milhões de pessoas vivem em áreas de exposição nas Américas, com 

risco de contrair a parasitose (GBD 2015 Disease and Injury Incidence and Prevalence 

Collaborators, 2016; PAHO, 2017).  

Classificada como uma doença negligenciada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS), a doença de Chagas era exclusiva de áreas endêmicas, onde se encontra o inseto 

vetor, em regiões das Américas com baixo desenvolvimento social e econômico. Atualmente 

a doença de Chagas é globalizada, com notificiação de pessoas infectadas em regiões não 
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endêmicas. A região de fronteira do Texas, nos Estados Unidos, com o México apresenta 

historicamente alta prevalência da doença de Chagas e, no entanto, a ausência de notificação  

da morbidade é alta. Estudos recentes mostram a importância de realizar uma triagem da 

doença na população de países não endêmicos (Coura e Viñas, 2010; Nolan et al., 2018; 

Salvador et al., 2018). Na figura 2 observa-se a distribuição geográfica da doença de Chagas. 

 

 

 

Fonte: Perez et al., 2015. 

 

O tratamento para a doença de Chagas está limitado aos fármacos nitroheterocíclicos: 

o benznidazol (Rochagan
®
 e Radanil

®
/Roche, LAFEPE Benznidazol

®
/ LAFEPE [Laboratório 

Farmacêutico do Estado de Pernambuco], Abarax
®
/ELEA) e o nifurtimox (Lampit

®
, Bayer). 

Acredita-se que a ação tripanocida do benznidazol seja através de compostos intermediários 

gerados após o fármaco se reduzido por nitrorredutases (Hall e Wilkinson, 2012). Apesar do 

nifurtimox também ser reduzido por nitrorredutases, a sua ação tripanocida ocorre pela 

produção de espécies reativas de oxigênio, que induzem o estresse oxidativo. Considerando 

que ambos os fármacos, benznidazol e nifurtimox, sofrem ação de nitroredutases, a variação 

da expressão dessas enzimas influencia diretamente a susceptibilidade do T. cruzi à droga 

(Barrett e Croft, 2012).  

Figura 2 - Distribuição global da doença de Chagas (2006-2010) 
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O perfil de segurança e eficácia, tanto do nifurtimox quanto do benznidazol está 

longe do ideal. As eficácias desses fármacos estão relacionadas com o tempo de infecção com 

o parasito. A frequência de efeitos colaterais no tratamento com nifurtimox é alta, variando 

entre 43 e 97,5%. Dentre os mais comuns destaca-se a anorexia e desordens neurológicas. O 

benznidazol apresenta maior tolerabilidade, com índice de descontinuação em torno de 9 a 

29% contra 14,5 a 75% do nifurtimox. Esta diferença pode ser devida ao benznidazol 

apresentar menos efeitos colaterais graves. Portanto, o uso de benznidazol é geralmente 

preposto ao nifurtimox, sendo até mesmo única opção de tratamento em alguns países como o 

Brasil e Argentina (Pérez-Molina e Molina , 2018; Wilkinson et al., 2011). 

Uma vez que o benznidazol apresenta eficácia limitada na fase crônica, tem-se 

buscado novas posologias e combinações com outras drogas para tratamento nesta fase 

(Colantonio et al., 2016; Morillo et al., 2015).  

As combinações mais promissoras seriam com azóis antifúngicos, o posaconasol 

(Chagazol) e o ravuconozol (E1224). Ambos os candidatos foram altamente potentes contra o 

T. cruzi em estudos in vitro e em modelo animal além de apresentarem efeitos colaterais mais 

seguros que o benznidazol. Considerando esses aspectos, os anti fúngiocos foram usados para 

ensaios clínicos com pacientes chagásicos crônicos. O posaconazol foi tripanostático apenas 

durante o tratamento, mas ineficiente em longo prazo. A terapia combinada com benznidazol 

não foi efetiva, sendo similar a monoterapia com benznidazol. Similarmente, o ensaio clínico 

com ravuconazol não foi capaz de sustentar sozinho o clearance do parasito em pacientes 

portadores da doença de Chagas. Ainda não foi realizado nenhum ensaio clínico usando a 

terapia combinada do benznidazol e o ravuconazol. No entanto, em modelo murino, a 

combinação de benznidazol com o ravuconazol foi benéfica, mesmo contra uma cepa 

resistente à multidrogas (cepa colombiana) (Diniz et al., 2018; Molina et al., 2014; Morillo et 

al., 2017; Torrico et al., 2018). Neste contexto, o desenvolvimento de novas drogas e estudos 

de novos regimes de tratamento com benznidazol são necessários. 

 

1.2. Trypanosoma cruzi 

 

 

1.2.1. Taxonomia 

 

 

O T. cruzi é um protozoário flagelado pertencente à ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae e ao gênero Trypanosoma. O parasito tem apenas uma única mitocôndria 
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que se ramifica por todo corpo. O ácido desoxirribonucleico (DNA, do inglês, 

deoxyribonucleic acid) mitocondrial é organizado em forma de minicírculos e maxicírculos 

condensados dentro da mitocôndria, formando a estrutura denominada cinetoplasto. A 

morfologia dessa estrutura difere entre as várias formas do parasito, sendo arredondada nas 

formas tripomastigotas e em bastão nas formas epimastigotas e amastigotas (Moreira et al., 

2004; Shapiro e Englund, 1995; Teixeira et al., 2011). Destaca-se a importância médica da 

família Trypanosomatidae que, além do T. cruzi, possui outras espécies patogênicas, como 

por exemplo, Leishmania spp. e o Trypanosoma brucei, que causam respectivamente a 

Leishmaniose e a tripanossomíase Africana (de Souza, 2002). 

Em 2004, Moreira e colaboradores propuseram a revisão taxonômica dos 

protozoários da ordem Kinetoplastida, através do uso de análise filogenética molecular. Nesta 

classificação, os protozoários estão agrupados na classe Kinetoplastidae, com duas subclasses 

(Prokinetoplastina e Metakinetoplastina) e cinco ordens: i) Trypanosomatida, ii) Eubodonida, 

iii) Parabodonida, iv) Neobodonida e v) Prokinetoplastida (Moreira et al., 2004). 

A ordem Trypanosomatida agrupa protozoários, cujos cílios ou flagelos emergem de 

uma bolsa ciliar ou flagelar localizada na região anterior ou lateral do corpo do parasito, 

podendo estes cílios ou flagelos ainda estar ligados à membrana plasmática, formando a 

membrana ondulante. Os tripanossomatídeos apresentam o cinetoplasto localizado próximo à 

base do flagelo. Os protozoários desta ordem podem tanto apresentar um (monoxênico) ou 

mais hospedeiros ao longo do ciclo de vida (heteroxênico). Os gêneros Leishmania e 

Trypanosoma apresentam parasitos heteroxênicos de vertebrados, enquanto que o gênero 

Phytomonas apresenta parasitos heteroxênicos de plantas. Os gêneros Blastocrithidia, 

Crithidia, Herpetomonas, Leptomonas e Wallaceina compreendem os parasitos monoxênicos 

da ordem Trypanosomatida (Adl et al., 2012). 

Em 2009, uma nomenclatura intraespecífica do T. cruzi foi proposta à comunidade 

científica. Baseado na variabilidade genética e eco-epidemiologia, foram estabelecidos seis 

grupos conhecidos como Discrete Typing Units (DTU) e nomeados de TcI até TcVI (Zingales 

et al., 2009; Zingales et al., 2012). Posteriormente foi reconhecido Tcbat como um novo DTU 

(Lima et al., 2015) 
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1.2.2. Ciclo biológico 

 

 

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo, heteroxênico, alternando entre dois 

hospedeiros diferentes: vertebrados e invertebrados.  

Destaca-se ainda a grande variabilidade morfológica e bioquímica entre os diferentes 

estágios do parasito ao longo do ciclo de vida. Existem três principais estágios de 

desenvolvimento do T. cruzi: (i) epimastigotas, (ii) tripomastigotas e (iii) amastigotas. Além 

dessas, há outras duas formas intermediárias, as esferoamastigotas e epimastigotas-like. 

(Almeida-de-Faria et al., 1999; Lidani et al., 2017). 

Os triatomíneos são infectados durante o repasto sanguíneo ao ingerir formas 

tripomastigotas presentes no sangue dos hospedeiros vertebrados infectados. Ao chegar à 

região anterior do intestino médio, as formas tripomastigotas sanguíneas se diferenciam em 

formas epimastigotas ou esferoamastigota. No intestino médio as formas epimastigotas 

replicam e aderem na membrana perimicrovilar das células intestinais do triatomíneo. Na 

região posterior e no reto, onde a disponibilidade de nutrientes é escassa, muitos 

epimastigotas soltam da superfície intestinal, diferenciam-se em formas infectantes e não 

replicativas conhecidas como tripomastigotas metacíclicas. Tais formas são liberadas nas 

fezes durante a alimentação. No entanto, a forma tripomastigota não penetra na pele íntegra, 

sendo necessário o hospedeiro vertebrado coçar ou esfregar para então carrear o parasito para 

o sítio da picada (Lidani et al., 2017). 

Uma vez na corrente sanguínea, os tripomastigotas invadem as células do hospedeiro 

vertebrado. Para a continuidade da infecção intracelular do T. cruzi na célula hospedeira, as 

formas tripomastigotas escapam do fagolisossomo para o citosol, onde se diferenciam para as 

formas replicativas amastigotas. Esse escape ocorre pela lise/desintegração da membrana do 

vacúolo parasitóforo. As formas tripomastigotas liberam no vacúolo a transialidase, que 

remove os ácidos siálicos da membrana do fagolisossomo permitindo a ação da proteína 

reativa cruzada C9 (Tc-TOX, do inglês, C9 cross-reactive protein). O pH ácido do vacúolo 

parasitóforo é essencial para ativação da Tc-TOX. A proteína LYT1 , assim como a Tc-TOX, 

apresenta atividade hemolítica participando também da lise da membrana do fagolisossomo. 

Ambas as proteínas atuam na formação de pequenos poros que levam a fragmentação dessa 

membrana (Andrews et al., 1990; Hall et al., 1992; Ley et al., 1990; Manning-Cela et al.; 

2001; Rubin-de-Celis et al., 2006). 
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No citoplasma, as formas tripomastigotas se diferenciam nas formas amastigotas. 

Este processo será discutido mais detalhadamente posteriormente. As formas evolutivas 

amastigotas multiplicam-se por divisão binária. Antes da diferenciação para a forma 

tripomastigota, identificam-se formas intermediárias, epimastigota-like, que são dependentes 

de L-prolina para completar a diferenciação intracelular (Tonelli et al., 2004). Ao romper a 

membrana plasmática celular, as formas tripomastigotas são liberadas na corrente sanguínea 

espalhando a infecção no hospedeiro ou podem ser sugadas pelo inseto triatomíneo, 

infectando-os (Coura, 2008; Rassi et al., 2010; Lima et al., 2010). O ciclo do T. cruzi pode ser 

observado na figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Ciclo biológico de T. cruzi. 

Fonte: adaptado de Lidani et al., 2017.  
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1.3. Mecanismos de invasão celular pelo Trypanosoma cruzi 

 

 

O T. cruzi é um parasito intracelular obrigatório, com isso a capacidade de invadir a 

célula do hospedeiro é essencial para progressão do seu ciclo evolutivo. As formas infectantes 

tripomastigotas apresentam diferentes mecanismos de entrada na célula hospedeira (Barrias et 

al, 2010). 

Em células não fagocíticas, a entrada do parasito pode ocorrer através da invaginação 

da membrana, formando o vacúolo intracelular que é posteriormente fusionado com os 

lisossomos (Rodríguez et al., 1999). Além disso, o parasito pode ativar as vias de sinalização 

de cálcio, que irá promover o recrutamento de lisossomos para o sítio de entrada do parasito, 

facilitando sua entrada. O recrutamento dos lisossomos pode ser induzido pelas formas 

tripomastigotas através da injúria à membrana plasmática da célula hospedeira. Esse processo 

leva à ativação das vias de reparo mobilizando cálcio intracelular, induzindo a exocitose de 

lisossomos para a região (Albertti et al., 2010; McNeil e Steinhardt, 2003; Reddy et al., 

2001).  

Tem sido descrito quatro mecanismos principais de entrada do T. cruzi em células 

hospedeiras, são eles: (1) dependente de lisossomo, (2) independente de lisossomo, (3) 

autofágico e (4) fagocitose. 

Em 1992, Tardieux e colaboradores observaram pela primeira vez o recrutamento de 

lisossomos durante a invasão de tripomastigotas (Tardieux et al., 1992). A exocitose dos 

lisossomos para o sítio de entrada é induzida pelo T. cruzi através de danos à membrana da 

célula do hospedeiro. Esse dano pode ser provocado mecanicamente por formas 

tripomastigotas fortemente aderidas à membrana através de sua movimentação. A fusão dos 

lisossomos com a membrana danificada, onde o parasito encontra-se aderido, causa a 

liberação de esfingomielinase que cliva a esfingomielina da membrana e gera ceramida. Esse 

lípideo induz a endocitose da membrana danificada, e o parasito é internalizado juntamente 

com o endossoma. (Fernandes et al., 2011). No entanto, o Ca
+2

 tem um papel fundamental na 

sinalização desse processo, uma vez que o mesmo requer a partipação de sinaptotagmina VI e 

Ca
+2 

calmodulina, ambas dependentes do íon (Caler et al., 2001; Chakrabarti et al., 2005). 

Para o T. cruzi invadir as células independente do recrutamento dos lisossomos, a 

ativação de fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K) é essencial. O parasito entra através de 

invaginações de membrana contendo fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Além disso, a 

dinamina associada a PI3K pode estar envolvida no processo de formação do vacúolo 
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parasitóforo (Barrias et al., 2010; Todorov et al., 2000; Wilkowsky et al, 2001; Woolsey et al, 

2003). Embora a entrada seja independente do recrutamento de lisossomos, esta é reversível e 

os parasitos podem escapar da célula do hospedeiro. Para impedir essa reversão, a fusão 

desses vacúolos com os lisossomos é uma etapa chave para o sucesso da infecção intracelular 

(Andrade e Andrews, 2004). 

O terceiro mecanismo envolve a ativação da via autofagocítica pelo T. cruzi. Essa via  

participa da regulação do desenvolvimento, da resposta ao estresse nutricional e do clearance 

de proteínas e organelas danificadas. Durante o processo de autofagia, membranas 

intracelulares envolvem organelas e restos citoplasmáticos, podendo englobar também 

microrganismos em fagossomos, neste caso chamados de autofagossomos (Glick et al, 2010). 

A fusão do vacúolo autofagocítico contendo o T. cruzi com os lisossomos forma o 

autofagolisossomo, que é rico em nutrientes, como as poliaminas, essenciais para o parasito 

(Barclay et al., 2011). 

Em macrófagos, tanto formas amastigotas quanto formas tripomastigotas podem 

entrar através da fagocitose. A fagocitose é dependente dos microfilamentos de actina em que 

sua polimerização é essencial para a invasão. Além disso, a integridade de rafts na membrana 

são importantes. Rafts são microdomínios lipídicos compostos por colesterol, gangliosídeos, 

flotilina e caveolinas (Barrias et al., 2007; Fernandes et al., 2007; Hissa et al., 2012). A 

galectina-3, uma proteína presente nos macrófagos, e glicoconjungados de superfície do 

parasito, especialmente o ácido siálico também participam do processo de fagocitose do T. 

cruzi. (Lieke et al., 2011; Reignault et al 2014).  

O T. cruzi apresenta moléculas de superfícies que estão envolvidas em um ou mais  

mecanismos de invasão pelo parasito na célula. Essas moléculas são secretadas ou estão na 

membrana do parasito. As principais podem ser agrupadas em glicoproteínas ou proteases 

(Campos et al., 2016).  

As glicoproteínas que pertencem a superfamília da GP85/transialidase são ancoradas 

em glicosilfosfatidilinositol com massa molecular entre 85 e 90 kilodaltons. Essas 

glicoproteínas são capazes de catalisar a transferência de ácido siálico do hospedeiro para a 

superfície do parasito e interagem com diversos ligantes da matriz extracelular, tais como, 

laminina, fibronectina, colágeno entre outros (Tonelli et al., 2010). A Gp82 é o principal 

membro dessa superfamília, envolvida na internalização de tripomastigotas metacíclicos, e 

induz vias de sinalização que levam a liberação de Ca
+2

. Essa glicoproteína também é crucial 

para infecção oral do T. cruzi, uma vez que participa da invasão do epitélio gástrico pelos 

tripomastigotas (Alves e Colli, 2010; Yoshida, 2008). 
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Uma das principais proteases envolvidas na invasão é a cruzipaína. Essa cisteíno 

protease degrada proteínas da matriz extracelular, sendo essencial para o T. cruzi. Essa 

enzima apresenta um papel importante não somente na invasão mas em outros processos 

celulares como, crescimento do parasito e a defesa contra o sistema imune do hospedeiro 

(Cazorla et al., 2010). A cruzipaína induz a arginase, uma enzima que compete com a óxido 

nítrico sintase (iNOS) pelo substrato L-arginina, reduzindo indiretamente a produção de óxido 

nítrico (NO), um microbicida que contribui para a morte do parasito e sobrevivência do 

hospedeiro. Além disso, a arginase participa da síntese de poliaminas, que são fundamentais 

para  o crescimento e sobrevivência do T. cruzi, participando da síntese de tripanotiona, uma 

molécula importante para a defesa antioxidante do parasito (Dulgerian et al, 2011; Díaz et al, 

2014). A cruzipaína é um dos principais alvos quimioterápicos estudados, a descoberta de 

novos inibidores e seu potencial terapêutico tem sido amplamente discutida a literatura (Ndao 

et al, 2014; Salas-Sarduy et al., 2017; Rocha et al., 2018; Sbaraglini et al., 2016). Portanto, o 

desenvolvimento de novas drogas ainda é necessário. 

Embora as formas tripomastigotas sejam classicamente caracterizadas como formas 

infectantes do T. cruzi, outras formas evolutivas são capazes de infectar o hospedeiro 

vertebrado. Em 2017, Kessler e colaboradores demonstraram a capacidade para infecção de 

formas epimastigotas recém diferenciadas de tripomastigotas (Kessler et al., 2017) Formas 

amastigotas extracelulares podem ser obtidas espontaneamente em cocultura de T.cruzi - 

hospedeiro ou induzidas à diferenciação por pH ácido (Takagi et al., 2019). Tem sido descrita 

a habilidade dessas formas induzirem a fagocitose em células hospedeiras. A internalização 

das formas amastigotas extracelulares são dependentes dos microfilamentos de actina. Sendo 

assim, a inibição da polimerização da actina inibe drasticamente a invasão celular pelos 

amastigotas extracelulares (Fernandes et al., 2013; Procópio et al., 1998). 

 

 

1.4. Amastigogênese: a primeira diferenciação intracelular do Trypanosoma cruzi 

 

 

O T. cruzi é um parasito intracelular obrigatório, em que a invasão e permanência nas 

células do hospedeiro vertebrado são essenciais para sua propagação. Sendo assim, as fases 

intracelulares do parasito são passos críticos para sua sobrevivência e disseminação no 

hospedeiro.  
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Após a entrada na célula hospedeira, ocorre formação do vacúolo parasitóforo. Em 

seguida, o vacúolo se funde com lisossomos, passo fundamental para sua maturação e 

posterior escape do parasito para o citosol (Andrade et al. Andrews, 2 004, Epting et al., 

2010). Além disso, o pH ácido promovido pela fusão lisossomal, provoca a perda da 

motilidade dos parasitos, o que sugere o inicio da diferenciação das formas tripomastigotas 

para formas  amastigotas (amastigogênese) (Salassa e Romano, 2018). Nesse contexto, são 

encontrados vários protocolos de amastigogênese in vitro induzidas por pH ácido (Hernández-

Osorio et al., 2010; Tomlinson et al., 1995). 

 A diferenciação das formas tripomastigotas para as formas amastigotas envolvem 

rearranjos morfológicos progressivos e complexos. As formas tripomastigotas possuem 

aproximadamente 25 μm de comprimento e 2 μm de diâmetro. São formas alongadas, que 

podem se apresentar de forma mais retilínea ou em formato curvado. O cinetoplasto se 

encontra subterminal ou posterior ao núcleo, enquanto as formas amastigotas apresentam 

forma esférica ou oval, e possuem entre 2 e 4 μm. Essa forma possui um flagelo muito curto e 

o cinetoplasto encontra-se no meio do corpo celular, próximo ao núcleo (de Souza, 2002; 

Hernández-Osorio et al., 2010). Ambas as formas evolutivas, tripomastigotas e amastigotas, 

estão representados na figura 4. 
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Legenda: N- núcleo; K – cinetoplasto; F- flagelo; FP- bolsa flagelar; CB - corpo celular. 
Fonte: Modificado de Pech-Canul et al., 2017 

 

 

A participação de uma fosfolipase C específica para fosfatidilinositol (PI-PLC) na 

amastigogênese tem sido bem descrita na literatura. Esta enzima catalisa a hidrólise de 

fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato para os segundos mensageiros diacilglicerol e inositol 1,4,5 – 

trifosfato. Em 2000, Furuya e colaboradores observaram que tanto a expressão quanto a 

atividade da enzima é aumentada durante o processo de diferenciação das formas 

tripomastigotas para amastigotas. Além disso, neste mesmo trabalho, foi constatado que a 

enzima está associada à membrana durante a diferenciação. Posteriormente, Okura e 

colaboradores em 2005, observaram que essa expressão, na membrana, é fundamental para 

participação da PI-PLC na diferenciação. A superexpressão de PI-PLC nas formas 

tripomastigotas foi capaz de acelerar a amastigogênese em meio ácido. No entanto, quando os 

parasitos foram tratados com o oligonucleotídeo antisenso da PI-PLC, o processo de 

diferenciação de formas tripomastigotas para amastigotas foi reduzido. Esses dados 

corroboram a importância da PI-PLC na transformação das formas tripomastigotas para as 

formas amastigotas (Furuya et al., 2000; Mortara et al., 2001; Okura et al., 2005). 

Outras moléculas de superfície do parasito podem influenciar a amastigogênese. Por 

exemplo: (i) A inositolfosfoceramida, componente ancorador de glicoinositolfosfolipideos e 

Figura 4 - Formas tripomastigota e amastigota de T. cruzi 
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(ii) o pequeno antígeno de superfície de tripomastigotas (TSSA) (Cámara et al., 2017; Salto et 

al., 2003). 

 

 

1.5. Espécies reativas de oxigênio 

 

 

Nos primeiros 4,5 bilhões de anos da terra, a concentração de oxigênio terreste era 

menor que 0,001%. Atualmente a atmosfera é composta por 21% de oxigênio. No entanto, 

este processo de transição foi demorado e dinâmico, apresentando flutuações no nível de 

oxigênio, e somente nos últimos 2,4-2,1 bilhões de anos a atmosfera deixou de ser redutora e 

passou a ser oxidante. Este processo é conhecido como o grande evento de oxidação (GOE, 

do inglês grat oxidation event) (Lyons et al., 2014). 

O GOE ocorreu devido à evolução de organismos capazes de realizar a transdução de 

energia solar em energia química. Neste processo de fotossíntese ocorre a geração de O2 como 

produto da conversão de dióxido de carbono e água em glicose. Cerca de 1,5 bilhões de anos 

atrás, apareceram os primeiros organismos eucarióticos com mitocôndrias, organelas em que a 

glicose é oxidada à dióxido de carbono e água. Esse processso gera equivalentes reduzidos 

que passam pelo complexo respiratório mitocondrial, que resultam num gradiente de prótons 

que é usado para a síntese de adenosina 5’-trifosfato (ATP). Assim como o estabelecimento 

da fotossíntese permitiu a evolução de organismos eucariotos, estes contribuíram para o 

estabelecimento de metazoários, uma vez que as mitocôndrias são altamente eficientes na 

produção de ATP, uma molécula energética necessária para o desenvolvimento e manutenção 

de organismos multicelulares complexos. Porém, o uso do O2 como substrato para produção 

de energia, gera espécies reativas, que podem ocasionar a morte ou disfunção celular 

(Semenza, 2007). 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são moléculas hiper-reativas, oriundas da 

redução do oxigênio molecular. Podem ser constituídas por radicais livres ou espécies não 

radicalares. Quando radicais, apresentam um ou mais elétrons desemparelhados, que para 

obter estabilidade reagem com diversos compostos. Esses, por sua vez, perdem seu elétron e 

tornam-se radicais livres, desencadeando uma cascata de reações que podem levar ao dano 

celular (Phaniendra et al., 2015).  

Dentre as espécies radicalares, podemos citar o peroxil (ROO
•
), o alcoxil (RO

•
), o 

ânion superóxido (O2
•–

), o hidroxil (
•
OH), entre outros. Apesar de serem mais estáveis, as 
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espécies não radicalares podem gerar danos nos organismos vivos, pois participam de reações 

que levam a formação de radicais livres. São espécies não radicalares: o ácido hipocloroso 

(HClO), o oxigênio singleto (
1
O2)

 
, o peróxido de hidrogênio (H2O2), entre outras (Halliwell, 

2001; Magder, 2006). 

O H2O2 é capaz de atravessar membranas biológicas e pode atuar na oxidação de 

diversas moléculas alvos. Ele pode ser gerado pela dismutação espontânea do O2
•–

, ou pela 

dismutação enzimática através da superóxido dismutase (SOD) (Marinho et al., 2014). 

O ânion superóxido é produto da redução de um elétron do oxigênio. O radical pode 

ser formado através de reações enzimáticas, de auto-oxidação e de transferência de elétrons 

não enzimática durante a respiração celular. 

A mitocôndria é uma das principais fontes de produção do ânion superóxido. Essa 

organela é capaz de converter a energia contida nos nutrientes em adenosina trifosfato (ATP), 

que é considerada uma “moeda energética universal” dos sistemas biológicos. Neste processo, 

ocorre a transferência de elétrons no sistema transportador de elétrons, onde diversos 

substratos metabólicos são oxidados gerando um potencial de energia que permitirá a 

fosforilação da adenosina difosfato (ADP) em ATP (Mitchell, 1979, Wang et al., 2010). 

Nos mamíferos, a mitocôndria é o compartimento celular com a maior atividade de 

reações de redução e oxidação (redox). A maioria do oxigênio consumido é reduzida 

completamente à água, porém uma pequena parcela pode ser parcialmente reduzida, cerca de 

0,12 a 2% in vitro, gerando ROS (Murphy, 2009). Os complexos I (NADH:ubiquinona 

oxidoreductase) e III do sistema transportador de elétrons são os principais produtores de O2
•–

 

durante a respiração celular (West, 2011). 

O complexo I oxida o NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido) a NAD
+ 

(nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidado), reduz a ubiquinona para ubiquinol e bombeia 

prótons para o espaço intermembrana. Durante esse processo, os elétrons podem escapar e 

reduzir parcialmente o oxigênio (Brand, 2010; Sazanov et al., 2013). Tem sido descrito a 

participação de dois sítios de produção de O2
•–

 no complexo I, o sitio flavina (IF) e o sítio de 

ligação à ubiquinona (IQ). Durante a transferência de elétrons forward, em que o NADH é 

oxidado, o sítio IF é o principal centro produtor de O2
•–

, no entanto durante a transferência de 

elétrons reverse (NAD
+
 é reduzido para NADH), o sítio IQ gera os níveis mais altos deste 

ânion. A geração de O2
•–

 no sítio IF depende da razão de NAD
+
/NADH, não sendo afetada 

pela oxidação de ubiquinona (Q) ou inibidores do sítio IQ. Durante a transferência de elétrons 

reversa tem-se a redução de NAD
+
, desencadeada pela oxidação de succinato para produzir 

ubiquinol (fornecimento de elétrons) e por uma substancial força próton motriz, para superar a 
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diferença de potencial redox desfavorável. Sendo assim, a produção de O2
•–

 pelo sítio IQ 

durante a transferência de elétrons reversa depende dos níveis de ubiquinona reduzida e da 

força próton motriz (Pryde e Hirst, 2011; Treberg et al., 2011) 

O complexo III transfere elétrons vindo da coenzima Q para o citocromo C. Este 

complexo produz O2
•–

 através da reação do oxigênio com a semiquinona no centro o (sítio 

IIIQo). Somente na presença do inibidor antimicina o complexo III produz altas taxas de O2
•–

. 

Uma vez que este inibidor provoca um pequeno acúmulo de semiquinona no centro o que leva 

a redução de oxigênio à O2
•–

, por bloquear a transferência de elétrons do citocromo b566 para 

quinona no centro i (Brand, 2010; Murphy, 2009).  

 

 

1.6. Defesa antioxidante 

 

 

Em contrapartida à produção de ROS os organismos desenvolveram um mecanismo de 

combate às espécies reativas. Esse mecanismo é através da ação de antioxidantes que podem 

ser definidos como qualquer substância que impede, previne ou remove dano oxidativo para 

uma molécula alvo. Os antioxidantes podem ser enzimáticos e não enzimáticos. São exemplos 

de antioxidantes enzimáticos: a SOD, a catalase e glutationa peroxidase (GPx), tioredoxina e a 

peroxiredoxina (Valko et al., 2006; Gutteridge e Halliwell, 2010).  

A SOD é uma enzima que catalisa a dismutação de O2
•–

 para oxigênio molecular e 

uma espécie menos reativa, o H2O2. Apesar de ter sido isolada em 1939, somente em 1969 sua 

atividade antioxidante foi comprovada (McCord e Fridovich, 1969). A enzima apresenta 

diferentes isoformas que diferem entre si pelo metal no centro de atividade e pela composição 

de aminoácidos. As principais isoformas são: (i) A ferro superóxido dismutase (Fe-SOD) que 

requer o metal ferro como cofator e é associada com proteção ao estresse oxidativo de plantas 

protozoário, (ii) a cobre e zinco superóxido dismutase (Cu-Zn-SOD ou SOD1) que está 

presente no citosol e no espaço intermembrana na mitocôndria, (iii) a isoforma mitocondrial 

dependente de manganês (Mn-SOD ou SOD2) e (iv) a superóxido dismutase extracelular 

(EC-SOD ou SOD3) que é uma glicoproteína secretada para o ambiente extracelular (Miller, 

2012; Okutsu et al., 2014; Valko et al., 2006). 

O T. cruzi contém exclusivamente a SOD dependente de ferro (Fe-SOD). Existem 

quatro isoformas descritas em tripanossomatídeo: (1) Fe-SODA, (2) Fe-SODB, (3) Fe-

SODB2 e a (4) Fe-SODC. A Fe-SODA e Fe-SODC são isoformas mitocondriais enquanto 

que a Fe-SODB é citosólica e Fe-SODB2 é glicossomal. Assim como ocorre em mamíferos, a 
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Fe-SOD é capaz de catalisar a dismutação de O2
•- 

em H2O2 e O2. A atividade da Fe-SOD está 

relacionada com a capacidade do parasito de estabelecer a infecção intracelular. Enquanto que 

a Fe-SOD é inativada por peroxinitro, uma espécie reativa de nitrogênio, a Fe-SODB é 

resistente. Nesse contexto, apesar da inativação de Fe-SODA durante a infecção intracelular, 

que pode induzir à morte celular programada do parasito, a Fe-SODB contribui para a 

resistência do parasito neste ambiente (Dufernez et al., 2006; Martinez et al., 2014). 

A catalase é uma heme enzima capaz de degradar o H2O2 em água e oxigênio, estando 

localizada nos peroxissomos. A reação pela catalase é feita em dois passos. Inicialmente o 

componente I é formado através transferência de dois elétrons do heme para o H2O2 no sítio 

ativo. O componente I é o radical oxiferril porfirina, e ele recebe dois elétrons de uma 

segunda molécula de H2O2 para formar água e oxigênio molecular. Observou-se que o H2O2 é 

concentrado no sítio da enzima, o que aumenta a eficiência cinética da mesma (Domínguez et 

al., 2010; Wang et al., 2015). 

Dentre os antioxidantes não enzimáticos podemos citar como exemplo: a glutationa, o 

N-acetilcisteína (NAC) e o ácido úrico. O tripeptídeo γ-L-glutamil-L-cisteinil-glicina 

conhecido principalmente como glutationa (GSH), é um tripeptídeo fundamental para a 

homeostase redox celular. O GSH pode reagir diretamente com os radicais livres, reduzindo-

os de maneira não enzimática (Aquilano et al., 2014; Zhang e Forman, 2012).  

A N-acetilcisteína (NAC) é um potente antioxidante utilizado na medicina como 

agente mucolítico e no tratamento de diversas doenças, como por exemplo, a intoxicação por 

paracetamol e metais pesados, a angina pectoris estável e desordens respiratórias, entre outras. 

Sua ação antioxidante está relaciona com o aumento dos níveis celulares de GSH, uma vez 

que é um precursor acetilado do aminoácido L-cisteína, sendo ainda capaz de reagir 

diretamente com diferentes ROS, principalmente o 
•
OH (Samuni et al., 2013).  

O ácido úrico é um antioxidante endógeno produzido no catabolismo de purinas. A 

enzima xantina oxidase catalisa a oxidação de hipoxantina em duas reações consecutivas, 

gerando o ácido úrico. É considerado um antioxidante plasmático potente, uma vez que na 

presença de ácido ascórbico, é capaz de proteger as membranas de eritrócitos da ação de ROS. 

No entanto, alguns estudos demonstram que o ácido úrico pode apresentar um efeito pró-

oxidante em ambientes hidrofóbicos, limitando sua função antioxidante exclusivamente em 

ambientes hidrofílicos (Sautin e Johnson, 2008; Zhao et al., 2014). 

No T. cruzi, o sistema tripanotiona/tripanotiona redutase e a triparedoxina 

peroxidases estão entre os principais sistemas de desintoxicação de ROS. A tripanotiona 

[N
1
,N

8
-bis(glutathionyl) spermidine] é também conhecida como ditiol de tripanotiona 
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(T[SH]2). É um ditiol de baixo peso molecular, composto por duas moléculas de GSH ligadas 

covalentemente a espermidina. Ela atua como o GSH em mamíferos, atuando como doador de 

elétron em diversas reações, sendo que é mais reativa (Irigoín et al., 2008).  

A T(SH)2 é mantida reduzida pela tripanotiona redutase, uma flavoenzima 

dependente de NADPH (Irigoín et al., 2008). Essa enzima tem sido alvo de estudos para o 

desenho de novas drogas contra a doença de Chagas. Um inibidor irreversível de tripanotiona 

redutase, a tioridazina, mostrou-se tripanocida in vitro para as formas tripomastigotas e 

epimastigotas. A avaliação da droga em camundongos comprovou sua eficiência nas fases 

aguda e crônica da doença. Essa droga é usada como neuroléptico, com efeito tóxico baixo; 

deste modo, mostra-se um quimioterápico em potencial para a doença de Chagas (Lo Presti et 

al., 2015).  

A triparedoxina peroxidase catalisa a redução de H2O2 e outros hidroperóxidos em 

água ou álcoois, respectivamente. Essa enzima depende da tripanotiona para atuar na 

desintoxicação e pode estar localizada no citosol ou na mitocôndria. Tem sido observado que 

a triparedoxina peroxidase é capaz de desintoxicar o peroxinitrito, sendo uma peroxidase 

eficiente e importante para o parasito (Piñeyro et al., 2011). 

 

 

1.7. H2O2 como sinalizador 

 

 

As primeiras pesquisas envolvendo o metabolismo de ROS demonstraram o seu 

potencial tóxico e buscaram diferentes mecanismos de neutralizá-los. No entanto, estudos 

recentes apontam ROS como potentes sinalizadoras para diversos processos celulares. Neste 

contexto, o balanço redox é crucial para manter os níveis não tóxicos de ROS. Para isso, é 

importante o equilíbrio entre a produção de ROS oriundas de processos celulares basais e suas 

vias de desintoxicação. 

O H2O2 é uma espécie reativa não radicalar estável, que é capaz de atravessar a 

membrana celular e levar a mensagem oxidativa a longas distâncias. Essa espécie reativa pode 

reagir com resíduos de cisteínas de proteínas sensíveis à alteração redox. Essa modificação 

pode alterar a atividade ou conformação de proteína alvo, modificando a transdução de sinal 

(Diebold e Chandel, 2016). 

 ROS podem gerar tanto estresse oxidativo quanto promover a sinalização redox. No 

primeiro ocorre produção descontrolada de ROS, causando danos irrerversiveis aos 

componentes celulares. Por outro lado, ROS podem regular processos fisiológicos essenciais 
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através de alterações reversíveis. Um dos fatores que influenciam ROS a desempenharem um 

papel citotóxico ou sinalizador é a concentração. Em concentrações menores, o H2O2 pode 

oxidar grupos livres de tiol de resíduos de cisteínas, o que pode levar a outras modificações 

como pontes de dissulfeto, alterando a função da proteína. No entanto, essa oxidação é 

reversível, enquanto que altos níveis de H2O2 pode levar ao estado de oxidação permanente 

desses resíduos (Case, 2017). 

Um dos papéis fisiológicos do H2O2 é sobre a parede vascular. Neste contexto, a 

espécie reativa promove a vasodilatação de vasos sanguíneos, através do relaxamento arterial. 

Esse relaxamento ocorre pela ativação dos canais potássio, hiperpolarização vascular, 

mobilização e potencialização da sinalização de cálcio. (Avdonin et al., 2019; Edwards et al., 

2008; Muñoz et al., 2018; Saitoh et al., 2006) 

Tem sido descrito também o envolvimento de ROS no ciclo celular, em que é 

observado um ciclo redox. As células de mamíferos apresentam uma fase quiescente (G0) e 

uma fase proliferativa (G1, S,. G2 e M). Em células HeLa, é sugerido que conforme as células 

na fase G1 progridem no ciclo celular o ambiente torna-se mais oxidativo, com maior 

produção de ROS (Sarsour et al., 2009). Em fibroblastos embrionários de camundongos, a 

transição da fase G1 para a fase S depende de ROS. Essa dependência pode ser devido ao fato 

de que o H2O2 inibe a degradação da ciclina D1, uma das ciclinas envolvidas nessa transição. 

(Martinez Munoz et al., 2001; Menon et al., 2003). 

Embora ROS promovam a progressão regular do ciclo celular, o aumento nos níveis 

de ROS pode causar a proliferação exarcebada. Esse fato é observado no câncer, em que ROS 

podem atuar como sinalizadoras para crescimento, metástase, angiogênese entre outros. A alta 

produção de ROS no câncer é um dos principais fatores que levam a resistência à terapia. 

Uma das principais razões é a oxidação do DNA e a quebra de fitas duplas, que levam ao 

acumúlo de mutações (Nowicki et al., 2004; Stanicka et al., 2015). Outro fator que leva a 

resistência à quimioterapia é a adaptação da célula tumoral, como por exemplo, a ativação do 

metabolismo de glicose em condições de hipóxia e dano na respiração (Xu et al., 2005). 

O aumento da proliferação promovido pelas ROS no câncer é devido principalmente a 

habilidade da molécula em ativar as vias da proteína cinase ativada por mitógeno (MAPK, do 

inglês, mitogen-activated protein kinases) e PI3K, bem como a regulação negativa do 

homólogo da fosfatase tensina (PTEN) e proteína tirosina fosfatase 1B (Moloney e Cotter, 

2018). Em células de tumor de mama, o H2O2 produzido é responsável pela ativação de 

cinases reguladas por sinal extacelular 1/2 (ERK1/2, do inglês, extracellular signal–regulated 

kinases) 1/2, que fazem parte da cascata da via MAPK e contribuem para a proliferação e 
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sobrevivência (Reddy e Glaros, 2007). O H2O2 oxida e inativa PTEN que é regulador 

negativo da via PI3K/AKT. Essa via está relacionda com a sobrevivência e proliferação do 

tumor (Lee et al., 2002; Lien et al., 2017). A proteína fosfatase 2A (PP2A) é uma enzima que 

pode regular negativamente a via MAPK. O H2O2 pode inibir a PP2A por oxidação de seus 

resíduos tióis ou favorecer a atuação da enzima por induzir sua translocação para um sítio 

específico (Sheth et al., 2009; Tan et al., 2015). 

Em plantas, homólogos da oxidase da explosão respiratória (RBOHs, do inglês, 

respiratory burst oxidase homologues) é uma família multigênica, homóloga a NADPH 

oxidase (Nox) de mamíferos. Essas enzimas têm papel chave na produção de ROS nas plantas 

onde ROS serão produzidas em resposta aos estresses bióticos e abióticos. Como por 

exemplo, ocorre a produção de ROS na presença de incidência de luz, o que sugere a 

participação de ROS para aclimatação (Baxter et al., 2014). 

ROS produzidas por macrófagos em resposta à infecção por Pseudomonas 

aeruginosa apresenta um papel sinalizador ao invés de citotóxico. Nesse contexto, ROS 

funciona como segundo mensageiro regulando a atividade de NF-κB. Como resultado, os 

macrófagos diminuem sua capacidade fagocítica, o que favorece a bactéria (Hui et al., 2018). 

Em T. cruzi, ROS induzem a proliferação de formas epimastigotas via ativação de 

uma proteína cinase dependente Ca
2+

/calmodulina II (CAMKII, do inglês, calmodulin-

dependent protein kinase II). No entanto, ROS inibem a diferenciação dessas formas em 

tripomastigotas metacíclicos (Nogueira et al., 2011; Nogueira et al., 2015). Em contrapartida, 

ROS são importantes para proliferação intracelular de formas amastigotas, mas ainda não está 

claro o mecanismo pelo qual isso ocorre (Goes et al., 2016). 

A máxima da toxicologia é um frase creditada à Paracelsus: “What is there that is not 

poison? All things are poison and nothing is without poison. Solely the dose determines that a 

thing is not a poison”. Em tradução livre, “O que não é veneno? Todas as coisas são veneno e 

nada é sem veneno. Somente a dose determina o que não é veneno.” Pode-se usar essa 

máxima para interpretar os diferentes papéis de ROS. São os níveis de ROS que irão 

determinar seu papel sinalizador ou citotóxico (figura 5). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25737250


37 

 

Fonte: modificado por Mittler, 2017.  

 

 

1.8. Proteína fosfatase 2A (PP2A)  

 

 

A maioria dos processos fisiológicos envolve pelo menos um evento de fosforilação ou 

desfosforilação como mecanismo regulatório. A fosforilação de proteínas é realizada por 

cinases, enquanto que a desfosforilação é feita por fosfatases. A proteína fosfatase 2A (PP2A) 

pertence à classe de fosfatases que atuam em resíduos de serina/treonina (Revisado por 

Baskaran e Velmurugan, 2018). 

A PP2A pode apresentar-se de forma dimérica ou heterodimérica. A forma dimérica é 

composta pela subunidade regulatória A (ou PR65) com massa molecular de 65 kilodaltons, e 

a subunidade catalítica C de 36 kilodaltons. A adição de uma terceira subunidade regulatória 

forma a PP2A heterodimérica. Essa terceira subunidade é chamada de subunidade B e 

apresenta-se em quatro diferentes famílias que são mutuamente exclusivas: i) B/PR55, ii) 

B’/PR61, iii) B”/PR72 e iv) B’”. Existem diferentes isoformas para cada subunidade, sendo 

duas para a subunidade A, duas para a subunidade C, quatro para a subunidade B, oito para 

B’, quatro para B” e duas para a B’”, que combinadas podem gerar aproximadamente 75 

diferentes heteroenzimas PP2A (revisado por Janssens e Goris, 2001). 

A PP2A tem sido relacionada em diversos processos fisiológicos e patofisiológicos. A sua 

expressão é importante para a espermatogênese, embriogênese, o desenvolvimento cardíaco 

entre outros (Götz e Kues, 1999; Pan et al., 2015; Song et al., 2018).  

Figura 5 - ROS: A intensidade é o que determina o seu papel 
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Em 2003, González e colaboradores caracterizaram a PP2A em T. cruzi. Foi observado 

que o gene do parasito apresentou cerca de 53% de homologia com o gene humano e o 

envolvimemto da enzima com o processo da amastigogênese (González et al., 2003). 

 

 

1.9. Phage display: uma poderosa ferramenta para descoberta de ligantes 

 

 

O Trypanosoma cruzi usa várias estratégias para invadir a célula do hospedeiro 

vertebrado. A variabilidade de infectividade presente nas formas evolutivas desafia a pesquisa 

de novos fármacos. Neste sentido, muitos pesquisadores tentam caracterizar proteínas do 

parasito envolvidas na interação com o hospedeiro (Lima et al., 2010). Portanto, tecnologias 

que auxiliam na descoberta de moléculas de superfície podem contribuir para o estudo do T. 

cruzi. 

O phage display é uma tecnologia que tem sido empregada para isolamento de 

ligantes, sendo importante para desenvolvimento de novos fármacos e vacinas. Em 1985, 

George P. Smith descreveu pela primeira vez o fago filamentoso (vírus que infectam 

bactérias) como vetor de expressão de peptídeos exógenos. O fragmento de DNA exógeno é 

inserido no gene III do fago filamentoso com consequente expressão na proteína de superfície 

pIII. A sequência de peptídeo exógeno é inserida no meio da proteína para não comprometer a 

função da proteína pIII uma vez que a porção aminoterminal é responsável pela interação com 

a bactéria durante a infecção e que a carboxi-terminal pela morfogênese do vírus (Gron e 

Hyde-DeRuyscher, 2000; Smith, 1985). 

Além da pIII, uma das principais proteínas de supefície utilizada para expressar 

proteína fusionada é a pVIII. Essa proteína é composta por 50 aminoácidos e 2700 cópias, 

sendo assim, pode apresentar até 2700 cópias do peptídeo exógeno. Essa proteína é adequada 

para o phage display por compor 87% da massa do vírus e porque 50% dos seus aminoácidos 

são expostos para a superfície. No entanto, somente pequenos peptídeos exógenos podem ser 

expostos na pVIII. Para peptídeos maiores, a pIII é a proteína ideal para ser usada na 

expressão do peptídeo exógeno (Huang et al., 2012). A pVIII na superfície do fago está 

representada na figura 6.  

Uma biblioteca de polipeptídeos pode ser construída baseada na técnica de phage 

display. Os fagos filamentosos da família Inoviridae (M13, fd e f1) são os mais utilizados por 

não matarem a bactéria durante seu ciclo de vida (ciclo lisogênico). A infecção ocorre pela 
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ligação do vírus ao pilo F de bactérias gram negativas que possuem plasmídio F (Hemminga 

et al., 2010). Na figura 6 está demonstrado o ciclo desse bacteriófago. 

Experimentalmente, o phage display pode ser divido em três etapas: (i) construção de 

bibliotecas de fagos com peptídeos ou anticorpos, (ii) seleção baseada na afinidade e (iii) 

confirmação dos ligantes selcionados usando ensaios biológicos.  

As bibliotecas de fagos podem ser classificadas de acordo com a proteína usada para a 

construção. As protéinas mais utilizadas para construção de biblioteca de fagos pIII e pVIII 

são chamadas 3 e 8, respectivamente. Existem diferentes formas de inserção do DNA 

exógeno, e o fago pode ser classificado de acordo com esta inserção e a proteína de superfície 

utilizada. Quando a sequência de DNA exógeno é inserido diretamente no genoma do fago, 

ele é nomeado com o número da proteína, logo se utiliza a proteína pIII, o fago é chamado de 

tipo 3. A inserção do DNA pode ocorrer através de um vetor plasmidial (phagemid), que além 

da sequência de DNA exógena, possui um gene de resistência à antibiótico. Nesse sistema, o 

fago é nomeado repetindo o código da proteína duas vezes, com o sinal de “+” no meio. Então 

se for utilizada a proteína pVIII, o fago será do tipo 8+8. Nesse método ocorre a infecção das 

bactérias pelos fagos com gene recombinante no phagemid e também por fagos com o gene 

selvagem. O fago que se utiliza de ambos os sistemas, ou seja, o fago que carrega tanto o gene 

selvagem da proteína quanto o gene recombinante, é nomeado com código da proteína duas 

vezes. Sendo assim, se a inserção do DNA exógeno ocorre na pVIII, ele é chamado de fago 

tipo 88 (Tikunova e Morozova, 2009). 

A seleção de fagos baseada em afinidade também é conhecida como biopanning, e 

seleciona ligantes de alta afinidade para o alvo. Geralmente, bibliotecas de fagos que 

expressam peptídeos randômicos são utilizados. O isolamente de fagos que expressam o 

peptídeo que se liga no alvo é feito através de várias rodadas de seleção. A primeira rodada 

consiste na incubação da biblioteca de fagos com alta diversidade de clones; por exemplo, 10
9 

peptídeos diferentes, com o alvo imobilizado. Em seguida, os fagos que não aderiram ao alvo 

são lavados e os fagos que foram ligados são eluídos. A população de fagos que ligaram ao 

alvo são amplificados em bactérias, e submetidas à nova rodada de seleção. Após 2 ou 3 

rodadas de seleção, os fagos são propagados e caracterizados (Smith e Petrenko, 1997). Na 

figura 7 é possível observar o resumo do biopanning. 
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Legenda: fita simples de DNA (ssDNA); fita dupla de DNA (dsDNA) 

Nota: Fago filamentoso liga no F da bactéria hospedeira, Escherichia Coli através de pIII. Então, a proteína 

TolA do hospedeiro inicia a despolimerização de proteínas de superfície do fago, que permanecem na 

membrana interior para reciclagem A ssDNA viral entra no citoplasma e é convertida em dsDNA e inicia 

a replicação e expressão usando enzimas do hospedeiro. O ssDNA coberto com os dímeros da proteína 

pV é o precursor viral. O canal formado por pI, pXI, pIV e a enzima do hospedeiro tioredoxina promove a 

substituição de pV pela pVIII e liberação dos fagos maduros no canal. 

Fonte: Modificado de Huang et al., 2012. 

 

 

Para validação dos resultados de seleção de afinidade, é necessário verificar a ligação 

do peptídeo solúvel no alvo. Isso é devido a observação de que componentes do capsídeo do 

vírus podem influenciar na interação do peptídeo exógeno ao alvo (Szardenings, 2003). 

Figura 6 - Ciclo de vida dos fagos filamentosos 
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Fonte: Modificado de Matsubara, 2012. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Biopanning 



42 

1.10. Pesquisa para tratamento da doença de Chagas 

 

 

 A química medicinal envolve a invenção, descoberta, desenho, identificação e 

preparação de componentes biologicamente ativos. Para isso, grupos de pesquisas 

multidisciplinares, compreendendo as ciências biológicas, médicas e farmacêuticas trabalham 

em conjunto para buscar novos compostos bioativos contra patologias, incluindo a doença de 

Chagas (Wermuth et al., 1998). 

A doença de Chagas foi descoberta há 110 anos; no entanto. existem disponíveis para 

comercialização apenas dois fármacos para tratamento, o benznidazol e o nifurtimox. Ambas 

drogas apresentam eficácia limitada e efeitos colaterais que levam à interrupção do protocolo 

de tratamento. Além disso, algumas cepas são naturalmente resistentes aos medicamentos 

(revisado por Sales Junior et al., 2017). 

As doenças negligenciadas, da qual doença de Chagas faz parte, afetam países 

subdesenvolvidos, causam mortes, incapacidade crônica e pobreza. Apenas 4% dos novos 

produtos terapêuticos registrados entre 2000 e 2011 foram indicados para doenças 

negligenciadas. Avaliando os registros de triagem clínica no ano de 2011, somente dois mil e 

dezesseis casos dentre os mais de 148 mil registrados foram para doenças negligenciadas. 

Esses dados demonstram o desinteresse de pesquisar essas doenças, incluindo a doença de 

Chagas. Esse desinteresse pode ser devido ao fato de tais doenças acometerem a população 

mais pobre, o que não geraria lucro alto para a indústria (Pedrique et al., 2013).  

O desenvolvimento de novos fármacos envolve basicamente duas estratégias 

diferentes. A primeira apresenta uma abordagem fenotípica, que prioriza a busca de drogas 

bioativas antes do seu mecanismo de ação. A segunda utiliza-se de abordagens baseadas em 

alvos, onde ocorre o planejamento racional de fármacos, procurando alvos moleculares para 

síntese de compostos bioativos. 

Na abordagem fenotípica, a seleção de compostos é baseada na modulação relevante 

da doença sem conhecimento prévio do alvo. A seleção de compostos bioativos são realizados 

por ensaios high throughput screening (Vincent et al., 2015). Em T. cruzi, tem-se descritos 

diversos ensaios high throughput screening estágio específico (Buckner et al., 1996; Canavaci 

et al., 2010). Apesar de alguns inibidores serem descritos, essa tecnologia não forneceu 

nenhum fármaco para testes clínicos (Andriani et al., 2011; Germain et al., 2011). 

O desenvolvimento racional de drogas é baseado na identificação de alvos terapêuticos 

através do conhecimento da doença. Uma vez identificado o alvo, o fármaco pode ser 
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desenhado através de diversas metodologias, como bioquímica, cristalografia, farmacologia 

molecular, entre outras. Nesse contexto, esses recursos buscam entender a interação da droga 

com o alvo, envolvendo uma relação eficiente entre a estrutura da droga e sua atividade. 

Dessa forma, a otimização de drogas desenvolvidas a partir do alvo terapêutico é muito mais 

fácil do que as selecionadas por estratégias fenotípicas (Anderson, 2003; Croston, 2017). 

Ambas estratégias apresentam vantagens e desvantagens. A combinação das duas 

estratégias permite o avanço tecnológico e otimiza tempo e custo no desenvolvimento do 

fármaco. Um exemplo de combinação é o uso de inibidores da citocromo P450 do T. cruzi 

para tratamento da doença de Chagas. 

Os primeiros azóis antifúngicos foram descobertos por seleção fenotípica. Após alguns 

anos foi descoberto que esses azóis inibiam a síntese de ergosterol através da inibição do 

citocromo P450. Alguns antifúngicos se mostraram promissores contra o T. cruzi, no entanto 

na fase clínica não apresentaram efeito satisfatório. Esses resultados demonstram a 

necessidade de desenvolver antifúngicos melhores e mais eficientes. Nesse contexto, o 

entendimento da estrutura e função da citocromo P450 dos patógenos, abordagem baseada em 

alvo, permite o desenvolvimento de inibidores mais eficientes. Em contrapartida, ensaios high 

throughput, estratégia fenotípica, foram capazes de descobrir uma nova classe de inibidores 

com atividade tripanocida (Choi e Roush, 2017; Ferreira de Almeida Fiuza et al., 2018; 

Lepesheva et al., 2018; Sykes e Avery, 2018). 

Neste trabalho, utilizamos duas abordagens diferentes para buscar novos alvos 

terapêuticos. A primeira consiste em entender a infecção pelo T. cruzi no hospedeiro 

vertebrado, delimitanto o papel de ROS nas formas infectivas. A segunda utiliza-se do recurso 

de phage display para encontrar moléculas de superfície do T. cruzi que estão envolvidas na 

interação parasito-hospedeiro para o desenvolvimento de quimioterápicos ou vacinas. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1       Objetivo geral 

 

 

a) Estudar a participação de espécies reativas de oxigênio (ROS) na amastigogênese de 

T. cruzi; 

 

b) Selecionar, por phage display, peptídeos ligantes a forma infectiva tripomastigotas de 

T. cruzi. 

 

 

2.2      Objetivos específicos 

 

 

a) Analisar o efeito de H2O2 e/ou dos antioxidantes: N-acetilcisteína (NAC), 

glutationa (GSH), urato e peg-catalase, na amastigogênese in vitro; 

b) Identificar a participação da proteína fosfatase 2A (PP2A) na amastigogênese 

induzida por H2O2, através da inibição por ácido ocadáico e quantificação de 

atividade serina/treonina fosfatase durante a amastigogênse; 

c) Mensurar produção de ROS e a expressão de Fe-SODA e Fe-SODB durante a 

amastigogênese induzida in vitro por pH ácido; 

d) Avaliar a função mitocondrial na diferenciação de formas tripomastigotas para 

amastigotas induzidas por pH ácido. 

e) Analisar o efeito do inibidor de mPTP, ciclosporina, e mitoTEMPO na 

produção de H2O2; 

f) Selecionar fagos com alta afinidade para tripomastigotas usando uma 

biblioteca de peptídeos; 

g) Sequenciar os fagos com afinidade para as formas tripomastigotas, 

determinando os peptídeos expressos; 

h) Caracterizar a afinidade e especificidade do peptídeo selecionado; 

i)  Investigar atividade do peptídeo sobre a invasão de células Vero por formas 

tripomastigotas; 
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3 METODOLOGIA  

 

 

a. Cultura de células de mamífero 

 

 

Células Vero (rim de Cercopithecus aethiops) foram cultivadas em meio Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10%, penicilina 

70 μg/mL, estreptomicina 100 μg/mL e bicarbonato de sódio 3,7 g/L (DMEM completo) e 

mantidos a 37 ºC sob atmosfera com 5% de CO2. As passagens das células foram realizadas a 

cada três dias em cultura. 

 

 

b. Obtenção de formas tripomastigotas de cultura 

 

 

Células Vero foram infectadas com tripomastigotas sanguíneos na proporção de 5:1 

(Vero:parasito) por 24 horas. Alternativamente, as células Vero foram infectadas com 

tripomastigotas derivados de cultura na proporção 5:1 (Vero:parasito) por 3 dias. Após o 

período de interação, retiraram-se os parasitos livres e as células foram mantidas em cultura 

com meio DMEM + SFB 5% a 37 ºC sob atmosfera com 5% de CO2. As formas 

tripomastigotas de cultura foram coletadas no sobrenadante a partir do 6º dia após a infecção. 

Debris celulares e amastigotas foram separados por centrifugação diferencial, com a 

velocidade de 500 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Formas amastigotas 

extracelulares foram recolhidas do sobranadante de células Vero infectadas por mais de 15 

dias, sem troca de meio DMEM + SFB 5%. 

 

 

c. Amastigogênese in vitro 

 

 

A diferenciação in vitro de formas tripomastigotas para formas amastigotas foi 

baseada na técnica descrita por Hernández-Osorio e colaboradores em 2010. Em resumo, 

tripomastigotas oriundos de sobrenadante de células Vero foram incubados em meio DMEM 
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pH 5.0, ajustado com MES 1M, na proporção de 5 x 10
6 

de parasitos por mL a 37 °C sob 

atmosfera de 5% de CO2 (Hernández-Osorio et al., 2010). 

Para avaliar a influência do H2O2, de antioxidantes e da proteína fosfatase 2A 

(PP2A) na amastigogênese in vitro, as células foram incubadas em meio ácido por 2 horas na 

presença ou na ausência de: H2O2 (10 µM, 30 µM ou 50 µM), NAC (1 mM), urato (1 mM), 

GSH (1mM), peg-catalase (100 U/L) e/ou ácido ocadáico (0,1 µM), como inibidor da 

fosfatase 2A. Após o período de incubação, as células foram fixadas com paraformaldeído 

4%. As células foram então coradas com Panótico para contagem diferencial em microscópio 

de luz no aumento de 1000 vezes ou então incubadas com anticorpo Ssp4 para avaliação da 

expressão desta proteína. 

 

 

d. Quantificação da expressão de Ssp4 por citometria de fluxo 

 

 

Para detecção da proteína de superfície específica de formas amastigotas, Ssp4, formas 

tripomastigotas de cultura foram induzidas à amastigogênese por 2 horas na presença ou 

ausência de: H2O2 (10 µM, 30 µM ou 50 µM), NAC (1 mM), urato (1 mM), GSH (1mM), 

e/ou peg-catalase (100 U/L). Alternativamente, formas tripomastigotas e amastigotas foram 

usadas, ambas como controle negativo e positivo, respectivamente. Em seguida, as células 

foram fixadas com paraformaldeído 4% por 15 minutos e então incubadas com anticorpo 

monoclonal anti-Ssp4 2C2, gentilmente cedido pelo Professor Renato Arruda Mortara da 

Universidade Federal de São Paulo, diluído 1:3200 em Tampão Fosfato de Sódio 100 mM, 

contendo NaCl 150 mM, pH 7.4 (PBS). Após 1 hora, as células foram lavadas com PBS e 

incubadas por 1 hora com anticorpo secundário anti camundongo acoplada com AlexaFluor 

488 diluído 1:1000 in PBS. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e a fluorescência 

foi analizada imediatamente no citômetro Gallios (Beckman Coulter). Os dados foram 

processados pelo programa Kaluza 1.2 (Beckman Coulter) e normalizados em relação ao 

tripomastigota não induzido.  

 

e. Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 
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Para determinar a produção de H2O2 liberada no início do estímulo da amastigogênese, 

formas tripomastigotas de cultura foram incubadas por 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 

120 minutous ou 180 minutos em DMEM pH 5. Alternativamente, formas tripomastigotas de 

cultura foram estimulados à diferenciação para formas amastigotas por 60 minutos na 

presença de 0,5 µM do inibidor ciclosporina A (Sandimmun Neoral
®
, Novartis, Switzerland) 

e do antioxidante mitocondrial (2-(2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-ylamino)-2-

oxoethyl)triphenylphosphonium chloride (mitoTEMPO), 10 nM e 100 nM. Após a incubação, 

as células foram centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos e ressuspensas em PBS contendo 50 

µM de Amplex
®
 UltraRed e HRP (Horseradish Peroxidase). Após 30 minutos, as células 

foram centrifugadas 3000 x g por 10 minutos e a fluorescência no sobrenadante foi 

quantificada no fluorímetro EnVision™ multilabel plate reader (Perkin-Elmer, Waltham, MA, 

USA), utilizando o comprimento de onda de excitação de 530 nm e emissão de 590 nm. Os 

dados foram calibrados através de uma curva padrão com concentrações crescentes de H2O2. 

Alternativamente, a produção de ROS foi mensurada por citometria de fluxo 

utilizando o fluoróforo diacetato acetil éster 5-(e-6)-clorometil-2',7'-diclorohidrofluoresceína 

(CM-H2DCFDA). Para isso, as formas tripomastigotas incubadas em DMEM pH 5,0 por 30 

minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos e 180 minutos foram centrifugadas 3000 g por 

10 minutos. Em seguida, os parasitos foram incubados com 2 µM de CM-H2DCFDA por 30 

minutos. A fluorescência foi quantificada no citômetro Gallios (Beckman Coulter). Os dados 

foram processados pelo programa Kaluza 1.2 (Beckman Coulter) e expressos em relação à 

amostra em que os parasitos foram incubados em DMEM pH neutro (tempo 0 minutos). 

 

 

f. Expressão gênica das superóxidos dismutases dependentes de ferro do T. 

cruzi 

 

 

Para avaliar a expressão gênica, o ácido ribonucleico (RNA, do inglês ribonucleic 

acid) de formas tripomastigotas induzidas à amastigogênese por 0 (não indução), 5, 30, 60, 90 

ou 180 minutos foi extraído usando TRIzol
®
 de acordo com as orientações do fabricante 

(Invitrogen). O RNA foi solubilizado em água ultrapura tratada com 0,1% de dietil 

pirocarbonato (DEPC) e armazenados a -80 ºC até o momento de uso. As concentrações de 

RNA foram determinadas por dosagem espectrofotométrica em NanoVue
TM 

 (GE Healthcare). 
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O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado usando o kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription
®
 (Applied Biosystems). 

Para quantificar a expressão gênica foi realizada a reação em cadeia da polimerase 

(PCR) em tempo real, conhecida também como qPCR. Para isso, foi utilizado o fluoróforo 

SYBR Green que interage com a dupla fita de DNA durante o processo de amplificação e 

emite fluorescência. As reações de PCR em tempo real foram feitas em triplicatas na 

plataforma cobertt Rotor-Gene Q (Qiagen, EUA). A reação de amplificação do DNA ocorreu 

nas seguintes condições: 

A. 94 °C por 5s para a pré desnaturação da fita; 

B. 40 ciclos de 95 °C por 3s para desnaturação e 65 °C por 1s para o anelamento e 

extensão da fita. 

Ao final de cada reação, foi realizada uma curva de dissociação (a fluorescência foi 

medida continuamente entre 60 °C e 95 °C) que foi usada para verificar a especificidade,  a 

contaminação (amplificação do controle negativo) da reação qPCR, e se havia a amplificação 

de dímeros de oligonucleotídeos.  

Para a amplificação dos genes da isoforma mitocondrial (Fe-SODA - AY864908.1) e 

citosólica (Fe-SODB - XM_804459) do T. cruzi foram desenhados oligonucleotídeos 

iniciadores no programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) 

(Rozen e Skaletsky, 2000).  

Os genes da Fe-SOD foram normalizados pelo gene de referência TCZ (Martins et 

al., 2008) ou GAPDH (Takagi et al., 2019). Os oligonucleotídeos foram sintetizados pela 

Integrated DNA Technologies (IDT). A quantificação da expressão relativa ao tripomastigota 

não induzido (0 minutos) foi calculada pelo método 2
-∆∆Cq

 (Livak e Schmittgen, 2001). 

 

 

Fonte: A autora, 2019; Martins et al., 2008; Takagi et al., 2019  

 

 

Tabela 1 – Sequência de oligonucleotídeos utilizados na qPCR 

Gene Oligonucleotídeo Senso Oligonucleotídeo Antisenso Fonte 

Fe-SOD A CGCCGGATGTCCCTTAACA CCGGCGGTTTTCAAAGTCC A autora, 2019 

Fe-SOD B ATGGTCTTCA GCATTCCTCC CTTGTCGTAGTGGAGCGTCA A autora, 2019 

TCZ CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG Martins et al., 2008 

GAPDH AGCACCACGTTGTGTCTAAC TACGAGTGGATCGTCGTCAT Takagi et al., 2019 
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g. Respirometria de alta resolução 

 

 

Para avaliar a função mitocondrial durante a amastigogênese, um dos métodos 

utilizados foi a respirometria de alta resolução no Oxygraph-2k (O2k, OROBOROS 

Instruments, Innsbruck, Austria). Para isso, tripomastigotas foram incubados em meio DMEM 

pH neutro e SFB 10% ou em DMEM pH 5,0 por uma ou duas horas. Em seguida, as células 

foram centrifugadas e 5x10
7
 parasitos foram incubados na câmara de 2 mL do OROBOROS 

com DMEM neutro + 10% SFB ou DMEM pH 5,0. O fluxo de O2 foi mensurado em tempo 

real e o protocolo de respiração para células intactas descrito por Gnaiger em 2014 foi 

aplicado (Gnaiger E, 2014). Os dados foram analisados no programa DatLab 5. O consumo de 

O2 basal foi mensurado após pelo menos 10 minutos de incubação na câmara. Em seguida, o 

fluxo máximo de O2 foi induzido pela adição do desacoplador Carbonyl cyanide-4-

(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP). Para avaliar o consumo de O2 residual (ROX), 

aquele que não está relacionado a fosforilação oxidativa, foi adicionado o inibidor do 

complexo III, antimicina (2 µg/mL). A respiração mitocondrial foi corrigida por ROX, 

obtendo os parâmetros de Rotina (consumo de O2 basal/ROX) e sistema de transferência de 

elétrons (ETS, do inglês eletron transfer system) (consumo máximo de O2 após adição de 

FCCP/ROX).  

Antes de cada experimento, o sensor oxigênio foi equilibrado com o meio utilizado na 

leitura, DMEM pH neutro ou DMEM pH ácido a 37 ºC. 

 

 

h. Potencial de membrana mitocondrial 

 

 

O potencial de membrana mitocondrial foi quantificado por citometria de fluxo usando 

o fluoróforo éster metílico de tetrametilrodamina (TMRM). Esse indicador potenciométrico se 

acumula na matriz mitocondrial carregada negativamente. A perda de potencial mitocondrial 

(ΔΨm) promove o escape do TMRM da matriz, reduzindo assim sua fluorescência. Dessa 

forma, o sinal de fluorescência está relacionado diretamente com o potencial de membrana 

mitocondrial. O potencial de membrana mitocondrial foi calculado através da razão da 

intensidade de fluorescência das células incubadas com TMRM (FTMRM) pela intensidade de 

fluorescência das células incubadas com TMRM e FCCP (FFCCP). Inicialmente, foi titulada a 
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concentração de TMRM. Para isso, formas tripomastigotas foram incubadas com 

concentrações crescentes de TMRM (10 nM – 500 nM) por 30 minutos em PBS na presença 

ou ausência de 1 µM de FCCP nos últimos 5 minutos. A concentração de 50 nM de TMRM 

apresentou o ΔΨm (FTMRM/FFCCP) submáximo, e portanto foi escolhida para os demais 

experimentos. 

Para avaliar o ΔΨm durante a amastigogênese, formas tripomastigotas foram induzidas 

à diferenciação em DMEM pH 5,0 por 1 ou 2 horas. Em seguida, as células foram lavadas 

duas vezes com PBS e incubadas com 50 nM de TMRM por 30 minutos em PBS com ou sem 

adição de 1 µM de FCCP. A fluorescência das células foi quantificada no citômetro Gallios 

(Beckman Coulter). Os dados foram analizados no programa Kaluza 1.2 (Beckman Coulter). 

 

 

i. Atividade da proteína fosfatase 2A (PP2A) 

 

 

A atividade de PP2A foi determinada pela quantificação da atividade fosfatase usando 

o ensaio especifíco para PP2A (catálogo 17-313, Millipore). Formas tripomastigotas de 

cultura foram incubadas em DMEM pH ácido por 30 minutos, 60 minutos e 180 minutos na 

ausência (controle) ou presença de H2O2. Após cada tempo as células foram lavadas com 

tampão Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0 e ressuspensas em tampão de lise contendo 

NP40 0,5%, EDTA 20 mM, EGTA 20 mM, HEPES 50 mM e coquetel inibidor de protease 

(AEBSF 1.04 mM, aprotinin 800 nM, leupeptin 20 µM, bestatin 40 µM, pepstatin A 15 µM e 

E-64 14 µM). Depois da lise, as amostras foram centrifugadas a 9300 x g a 4 °C por 10 

minutos, e o sobrenadante foi coletado para quantificação da concentração de proteína de 

acordo com Lowry e colaboradores (Lowry et al., 1951). A quantificação da atividade de 

PP2A foi realizada de acordo com o fabricante. Resumidamente, as amostras foram incubadas 

com 100 μM de substrato peptídeo (KRpTIRR). Após 10 minutos de reação, 25 μL das 

amostras foram transferidos para placa de 96 poços e 100 μL da solução reveladora de 

Malaquita Green foram adicionados. As amostras foram incubadas por 15 minutos para 

desenvolvimento da cor e então a absorvância foi mensurada em 650 nm. A atividade foi 

calculada a partir da concentração de fosfato formada (nmol de fosfato/minuto/mg de 

proteína) baseado na curva padrão de fosfato e descontando a quantidade de fosfato livre 

presente na amostra.  
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j. Seleção de fagos (biopanning) 

 

 

O biopanning foi realizado no laboratório do Professor Drº Marcelo Jacobs-Lorena, no 

Departamento de Microbiologia Molecular e Imunologia, situado na Johns Hopkins 

Bloomberg School of Public Health em Baltimore, nos Estados Unidos. 

A biblioteca de fagos utilizada apresenta complexidade inicial de 10
9
 peptídeos 

diferentes. Os peptídeos randômicos estão fusionados na região N terminal da proteína de 

superfície pVIII no fago filamentoso f88.4 (Bonnycastle et al., 1996). Os fagos foram 

amplificados em Escherichia coli. A seleção foi feita com a incubação de 10
11

 fagos (média 

de 100 fagos para cada sequência) com formas tripomastigotas (no mínimo 10
7
) por 30 

minutos em DMEM sem SFB no gelo. Em seguida, os tripomastigotas foram extensivamente 

lavados, no mínimo seis vezes, para remoção dos fagos fracamente ligados ao parasito. Os 

fagos ligados foram eluídos e amplificados em Escherichia coli e precipitados da cultura com 

16% polietileno glicol (PEG). Os fagos amplificados foram usados para nova seleção 

seguindo os mesmos procedimentos descritos acima. No total, foram realizadas três seleções. 

Após a terceira seleção, 25 colônias individuais de fagos foram isoladas, o fagemid foi 

purificado e sequenciado pela 
©

Macrogen corp. As sequências foram analisadas no programa 

Chromas (Technelysium Pty Ltd) e o aminoácido exógeno inserido no fago foi inferido com 

base nos nucleotídeos encontrados.  

O processo está resumido na figura 8. 
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Fonte: A autora, 2019 

 

k. Síntese do peptídeo N3 

 

 

O peptídeo N3 foi selecionado para os futuros experimentos e sintetizados pela 

Peptide 2.0 Inc. O peptídeo foi sintetizado acoplado com biotina na região N terminal e com 

uma ponte dissulfeto entre as cisteínas 2 e 11.  

Em paralelo, foi sintetizado o peptídeo scramble, que apresenta os mesmos 

aminoácidos e modificações do peptídeo N3, porém em ordem diferente.  

As sequências dos peptídeos estão na tabela 2. 

 

 

 

 

 
Legenda: As cisteínas que se ligam formando uma ponte dissulfeto estão em vermelho. 

Fonte: A autora, 2019  

 

As estruturas trimendisionais dos peptídeos foram desenhadas utilizando os programas 

da ACD/Labs 2018.2.1 (Advanced Chemistry Development, Inc.) ACD/ChemSketch e 

ACD/3D view. 

Tabela 2 - Sequência de aminoácidos  

Peptídeo Sequência de aminoácidos 

N3 QCIQFPQFLWCP 

Scramble FCQLWPQFPICQ 

Figura 8 - Biopanning no T. cruzi 
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l. Ensaio de ligação do peptídeo N3 

 

 

Para avaliar a capacidade de ligação especifíca do peptídeo N3, formas epimastigotas, 

tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, e também as células Vero foram fixadas como 

paraformaldeido 4% por 15 minutos e incubadas com 0,15 mg/mL do peptídeo N3 ou 

peptídeo scramble overnight. Em seguida, as células foram lavadas, bloqueadas com 4% de 

albumina por 1 hora. Em seguida, os peptídeos ligados foram detectados pela incubação com 

conjugado estreptavidina Alexa Fluor
®
 594 (Thermo Fisher Scientific) diluído 1:500 em PBS 

por 1 hora. A quantificação dos peptídeos ligados foi realizada analisando a intensidade de 

fluorescência máxima analisada no citômetro Gallios (Beckman Coulter) e processados pelo 

programa Kaluza 1.2 (Beckman Coulter). Em paralelo, para as formas tripomastigotas, a 

fluorescência do peptídeo ligado foi observada também por microscopia de fluorescência. 

Para isso, foi utilizado o reagente ProLong
®
 Gold Antifade com 4′,6-diamidino-2-

phenylindole (Invitrogen). 

 

 

m. Invasão de células Vero por T. cruzi 

 

 

Formas tripomastigotas foram incubadas com os peptídeos (N3 ou scramble) 0,15 

mg/mL por 15 minutos no gelo. Em seguida, os parasitos foram marcados com éster 

succinimidílico de carboxifluoresceína (CFSE) de acordo com as instruções do fabricante. 

Após a marcação, os parasitos foram usados para infectar células Vero na proporção 10:1 

(Vero:parasito) por 3 horas. Em seguida, a infecção foi analisada por citometria de fluxo ou 

microscopia de fluorescência. 

Para citometria de fluxo, as células Vero plaqueadas e infectadas em placa de 6 poços 

foram tripsinizadas, lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 1%. Em seguida, a 

fluorescência intracelular das células Vero foi quantificada em Gallios (Beckman Coulter) e 

analisada no programa Kaluza 1.2 (Beckman Coulter). A invasão foi relacionada à 

intensidade de fluorescência do CFSE. 

Para a microscopia de fluorescência, as células Vero foram plaqueadas e infectadas em 

lâminas com 8 câmaras estéreis. Após 3 horas de interação, parasitos livres foram retirados e 

as células fixadas com paraformaldeído 1% e o parasito intracelular foi visualizado e 
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quantificado no microscópio de fluorescência. A entrada do parasito nas células Vero foi 

analisada como a média de parasitos por célula.  

 

 

n. Análise estatística 

 

 

Todos os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism. Para todos os 

resultados foram aplicados o One-way anova pós teste de Tukey ou Dunnet, exceto para 

análise da expressão gênica (figura 14) que foi realizado o teste T-student. 
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4 RESULTADOS 

 

 

a. H2O2 acelera a diferenciação de formas tripomastigotas para amastigotas 

 

 

Investigamos o efeito de diferentes concentrações de H2O2 (10 µM, 30 µM e 50 µM) 

nas primeiras 2 horas de indução da amastigogênese por pH ácido in vitro.  

A proteína Ssp4 é expressa apenas na superfície de amastigotas. Na figura 9A é 

observado o perfil de expressão da Ssp4 nas formas tripomastigotas de cultura e amastigotas 

axênicos. A mediana relativa de fluorescência foi normalizada para as formas tripomastigotas, 

que foi considerada 1. As formas amastigotas obtiveram mediana de fluorescência 8 vezes 

maior que formas tripomastigotas (figua 9A). 

Após duas horas de diferenciação em pH ácido, os parasitos expressaram 76% mais de 

Ssp4. A presença de H2O2 aumentou ainda mais a expressão de Ssp4, sendo a concentração de 

30 µM mais eficiente, aumentando em 4 vezes a expressão em comparação ao controle (figura 

9B e 9C).  

Este resultado foi corroborado na contagem diferencial das formas de T. cruzi no 

microscópio de luz (figura 9D). Em duas horas no DMEM pH 5,0, cerca de 49% dos parasitos 

apresentavam formas arrendondadas. Novamente a concentração de 30 µM de H2O2 mostrou-

se mais efetiva que as outras, aumentando em 30% o percentual de formas amastigotas em 

relação ao controle.  

Considerando esses resultados, o H2O2 foi capaz de aumentar a diferenciação. Foi 

possível observar que a concentração de 30 µM apresentou o maior efeito. 
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Legenda: (A) Histograma de fluorescência de Ssp4: comparação entre formas tripomastigotas e amastigotas; (B) 

Histograma de fluorescência de Ssp4 durante 2 horas de amastigogênese na presença e ausência de 

H2O2; (C) Expressão de Ssp-4 após indução à amastigogênese por 24 horas (amastigotas) ou 2 horas na 

ausência (controle) ou presença de H2O2; (D) Contagem de formas arrendondas de T. cruzi em 

microscópio óptico, após 2 horas de amastigogênese na presença e ausência de H2O2. 

Nota: Após a indução da diferenciação por 2 horas, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeído. Para 

análise da contagem de formas arrendondas no microscópio óptico os parasitos foram corados com 

Panótico. Para análise da expressão de Ssp4 por citometria de fluxo, as células foram incubadas por 1 

hora com anticorpo anti-Ssp4 1:3200, seguida da incubação com anticorpo secundário fluorescente 

conjugado com Alexa
®
 Fluor 488. No gráfico C os valores são relativos a amostra tripomastigotas e os 

resultados são expressos como média ± desvio padrão de um experimento representativo de dois 

experimentos independentes. Em D, os resultados são expressos como média ± erro padrão de três 

experimentos independentes. A análise estatística de ambos os gráficos (C e D) foi realizada por One-way 

Anova, pós teste Dunnett realizados onde * p < 0.05 em relação ao controle. 

Fonte: A autora, 2019. 

 

Figura 9 - Efeito do H2O2 na amastigogênese in vitro  

24h 

2h 

0h 
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b. Peg-catalase: único antioxidante que reverteu totalmente o efeito do H2O2 

na amastigogênese 

 

 

Os antioxidantes, NAC e GSH não interferiram na diferenciação de formas 

tripomastigotas em formas amastigotas. Esses resultados foram observados tanto na expressão 

de Ssp4 quanto na contagem diferencial (figura 10A, 10B e 10C). Os antioxidantes, urato e 

peg-catalase afetaram levemente a expressão de Ssp-4, mas não alteraram o percentual de 

formas arredondas . quando comparados com os parasitos não tratados. 

Embora os antioxidantes sozinhos não tenham alterado a amastigogênese, foi 

investigado se a presença deles poderia interferir na ação de H2O2 na diferenciação. 

Mesmo na presença de NAC ou GSH, o H2O2 aumentou o número de formas 

arrendondadas em aproximadamente 50% (figura 11C). Os resultados foram corroborados 

pela expressão de Ssp4, onde o H2O2 mesmo na presença de NAC ou GSH aumentou 

significativamente a expressão desta proteína de superfície (figura 11B). Em contrapartida, o 

tratamento com o urato reduziu 50% do efeito H2O2.na diferenciação, tanto na quantificação 

de formas arrendondadas (figura 11C) quanto na análise da expressão de Ssp4 (figura 11B). 

Vale ressaltar que apesar de ter reduzido o efeito do H2O2 na amastigogênese in vitro, as 

amostras com urato + H2O2  apresentaram um número maior de células diferenciadas do que o 

controle, aproximadamente 25% e 86% de formas arrendondadas e de expressão de Ssp4, 

respectivamente (figura 11C e 11B).  

A, PEG-catalase foi capaz de impedir que o H2O2 acelerasse a transformação de 

tripomastigotas em amastigotas (figura 11C). Além disso, peg-catalase reduziu a expressão de 

Ssp4 em 18%,. 
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Legenda: (A) Histograma de fluorescência da expressão de Ssp4 durante 2 horas de amastigogênese na presença 

dos antioxidantes NAC, GSH, Urato e peg-catalase; (B) Expressão de Ssp-4 após indução à 

amastigogênese por 2 horas na ausência (controle) ou presença dos antioxidantes NAC, GSH, Urato e 

peg-catalase; (C) Contagem de formas arrendondas de T. cruzi em microscópio óptico após 2 horas de 

amastigogênese na presença dos antioxidantes NAC, GSH, Urato e Peg-Catalase. 

Nota: Após a indução da diferenciação por 2 horas, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeído. Para 

análise da contagem de formas arrendondadas no microscópio óptico, as células foram coradas com 

Panótico. Para análise da expressão de Ssp4 por citometria de fluxo, as células foram incubadas por 1 

hora com anticorpo anti-Ssp4 1:3200, seguida da incubação com anticorpo secundário fluorescente 

conjugado com Alexa
®
 Fluor 488. No gráfico B os valores são relativos a amostra tripomastigotas e os 

resultados são expressos como média ± desvio padrão de um experimento representativo de dois 

experimentos independentes. Em C, os resultados são expressos como média ± erro padrão de três 

experimentos independentes. A análise estatísticas de ambos os gráficos (B e C) foi realizada por One-

way Anova, pós teste Dunnett realizados onde * p < 0.05 em relação ao controle. 

Fonte: A autora, 2019. 

 

Figura 10 - Efeito de antioxidantes na amastigogênese in vitro 
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Legenda: (A) Histograma de fluorescência de Ssp4 durante 2 horas de amastigogênese na ausência (controle) e 

na presença de H2O2 e os antioxidantes NAC, GSH, Urato e peg-catalase; (B) Expressão de Ssp-4 

após indução à amastigogênese por 2 horas na ausência (controle) ou presença de H2O2 e dos 

antioxidantes NAC, GSH, Urato e peg-catalase; (C) Contagem de formas arrendondas de T. cruzi em 

microscópio óptico, após 2 horas de amastigogênese na ausência (controle) e na presença de H2O2 

sozinho ou concomintante com os antioxidantes NAC, GSH, Urato e peg-catalase; 

Nota: Após a indução da diferenciação por 2 horas, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeído. Para 

análise da contagem de formas arrendondadas no microscópio óptico, as células foram coradas com 

Panótico. Para análise da expressão de Ssp4 por citometria de fluxo, as células foram incubadas por 1 

hora com anticorpo anti-Ssp4 1:3200, seguida da incubação com anticorpo secundário fluorescente 

conjugado com Alexa
®
 Fluor 488. No gráfico B os valores são relativos a amostra tripomastigotas e os 

resultados são expressos como média ± desvio padrão de um experimento representativo de dois 

experimentos independentes. Em C, os resultados são expressos como média ± erro padrão de três 

experimentos independentes. A análise estatísticas de ambos os gráficos (B e C) foi realizada por One-

way Anova, pós teste Tukey realizados onde * p < 0.05 em relação ao controle e 
#
p < 0.05 em relação ao 

grupo tratado com H2O2. 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

Figura 11 - PegCatalase reverte a ação do H2O2 na diferenciação 
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c. PP2A participa da indução da amastigogênese pelo H2O2 

 

 

Como mostrado na figura 12A, a adição de 0,1 µM de OKA não foi capaz de interferir 

na amastigogênese. Porém, a inibição do PP2A impediu que o H2O2 aumentasse a 

diferenciação induzida por pH ácido. 

A fim de corroborar a participação de PP2A na diferenciação por H2O2 foi analisada a 

atividade serina e treonina fosfatase na presença ou ausência de ROS durante a 

amastigogênese. Para isso, formas tripomastigotas foram incubadas em DMEM pH 5,0 por 

diferentes tempos (30, 60 e 180 minutos) na presença ou ausência de H2O2. 

Na figura 12B pode-se observar que a adição exógena de H2O2 aumentou a atividade 

de PP2A cerca de 3 vezes. No entanto este aumento foi observado apenas após 60 minutos de 

incubação, reduzindo sua atividade para o nível do controle após este tempo.  
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Legenda: (A) Contagem de formas arrendondas de T. cruzi em microscópio óptico, após 2 horas de 

amastigogênese na presença e ausência de H2O2 na ausência ou presença do inibidor de PP2A. (B) 

Atividade serina/treonina fosfatase durante a amastigogênese. 

Nota: Em (A) após a indução a diferenciação por 2 horas, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeido e 

coradas com panótico. As formas arrendondadas foram quantificadas em microscópio de luz. Em (B) 

formas tripomastigotas foram induzidas à diferenciação na presença ou ausência de de H2O2 por 30, 60 e 

90 minutos. Os resultados em A e B são expressos como média ± erro padrão de três experimentos 

independentes. A análise estatística de ambos os gráficos foi realizada por One-way Anova
®

, pós teste 

Tukey realizados onde * p<0,05 em relação ao controle e 
#
p < 0.05 em relação ao grupo tratado com H2O2.  

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

 

d. O estímulo à amastigogênese pelo pH ácido induz a produção de ROS 

 

 

Conforme evidenciado na figura 9, a adição exógena de H2O2 foi capaz de acelerar a 

diferenciação. O T. cruzi é capaz de produzir ROS intracelularmente em resposta ao ambiente, 

como por exemplo, em hipóxia (dados do grupo ainda não publicados). Nesse contexto, 

avaliamos a produção de ROS pelo parasito ao ser estimulado a se diferenciar em pH ácido. 

A produção de ROS intracelular foi quantificada por citometria de fluxo usando o 

fluoróforo CM-H2DCFDA. Essa sonda é capaz de atravessar a membrana plasmática e sofre a 

Figura 12 - Envolvimento de PP2A na amastigogênese induzida por H2O2 



62 

ação de esterases, formando assim grupos clorometil que reagem com tióis. A subsequente 

oxidação desse grupamento por ROS forma um composto fluorescente. Desta maneira, a 

quantificação dos adutos fluorescentes é uma medida indireta da produção de ROS. Para 

caracterizar produção de ROS pelo T. cruzi em ambiente ácido, formas tripomastigotas de 

cultura foram incubadas em DMEM pH 5,0 por 30, 60, 90, 120 e 180 minutos. Em seguida, 

ROS intracelular foi quantificado em relação às formas tripomastigotas incubadas em DMEM 

pH neutro (tempo 0) (figura 13A).  

Nos primeiros 30 minutos de incubação em meio ácido, o parasito produziu 85% a mais 

de ROS. O aumento foi ainda maior nos tempos seguintes de 60 e 90 minutos, onde o T. cruzi 

induzido à diferenciação produziu cerca duas vezes mais ROS do que as células em ambiente 

de pH neutro. Porém, após os 90 minutos de estímulo a produção decai para 68% e 41% após 

120 e 180 minutos, respectivamente (figura 13A). 

Para corroborar os dados de produção ROS foi realizado outro ensaio medindo 

especificamente a produção endógena de H2O2 usando o reagente Amplex™ UltraRed. Este 

composto é substrato para HRP que reage com H2O2 proporcionalmente e produz o Amplex
®
 

UltroxRed que fluoresce. O desenho experimental é o mesmo descrito anteriormente. No 

entanto, após a incubação dos parasitos em DMEM pH 5,0 adicionou-se o reagente Amplex™ 

UltraRed por 30 minutos e o H2O2 liberado foi quantificado através da fluorescência. Assim 

como os dados da citometria, essa técnica mostrou que o meio ácido induz a produção de 

H2O2. Nos primeiros 30 minutos de incubação, a média de H2O2 produzido foi 37% maior que 

o tempo zero, mas não foi estatisticamente significativo. No entanto, após 60 minutos em 

meio ácido, os parasitos liberaram aproximadamente 2 pmol de H2O2/minuto/10
7
 parasitos, 

cerca de 4 vezes mais que os parasitos em meio neutro. No entanto, após 90 minutos os 

parasitos liberaram a mesma quantidade de H2O2, que no tempo 0, aproximadamente 0,5 

pmols. Nos tempos seguintes as células tendem a produzir menos H2O2, porém não foram 

significativamente diferentes as células que não foram incubadas em DMEM pH 5 (figura 

13B). 
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Legenda: (A) Produção intracelular de ROS durante a diferenciação usando a sonda CM-H2DCFDA e 

quantificada por citometria de fluxo; (B) Produção de H2O2 durante a diferenciação utilizando o Amplex
®

 

UltraRed e mensurado por fluorímetro de placa. 

Nota: A produção de ROS intracelular (A) foi normalizada para as células não estimuladas com pH ácido. Os 

resultados são expressos por média ± erro padrão de 4 experimentos independentes (A) ou três 

experimentos independentes (B). A análise estatística foi realizada por One-way Anova
®

, pós teste 

Dunnett, com * p<0,05 em relação ao controle. 

Fonte: A autora, 2019. 

Figura 13 - Produção de ROS estimulada pelo pH ácido 
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e. A indução da amastigogenese por pH ácido modula a expressão de Fe-

SODA 

 

 

Considerando que o T. cruzi produz H2O2 durante a amastigogênese, foi quantificada a 

expressão gênica de uma das principais fontes da produção desta ROS, a superóxido 

dismutase dependente de ferro (Fe-SOD) do parasito. Foram analisadas a expressão das duas 

principais isoformas, Fe-SODA (isoforma mitocondrial) e Fe-SODB (isoforma citosólica). 

Para isso, utilizou-se a técnica de PCR em tempo real, também conhecida como qPCR, para 

quantificar as mudanças na expressão de RNA mensageiro (mRNA, do inglês Messenger 

RNA) dessas Fe-SODS durante o estimulo à amastigogênese. Foi utilizado o método 2
∆∆ct

 , 

em que a variação de expressão foi calculada em relação as formas tripomastigotas não 

induzidas à diferenciação. A expressão gênica de GAPDH e TCZ foram utilizadas como 

referência (expressão constitutiva). 

A expressão de Fe-SODA aumentou depois de 60 minutos de indução por pH ácido 

quando o gene TCZ foi usado como referência. Nesse tempo, os parasitos induzidos 

apresentaram 93% mais RNAm de Fe-SODA. No entanto, apesar da análise por outro gene 

constituvo, o GAPDH, mostrar que os tripomastigotas induzidos a diferenciação apresentaram 

75% mais mRNA de Fe-SODA que tripomastigotas não induzidos, esta diferença não foi 

estatisticamente diferente. Em contrapartida, após 90 minutos de indução, a expressão de Fe-

SODA foi fortemente aumentada em cerca de três vezes, tanto nas análises em que o TCZ foi 

usado como gene de referência, quanto nas análises nas quais o gene de referência foi 

GAPDH. Posteriormente, a expressão de Fe-SODA foi reestabelecida para os níveis dos 

tripomastigotas não induzidos que permaneceram em pH neutro (Figure 14A). 

Por outro lado, a expressão gênica de Fe-SODB não foi alterada significativamente 

durante a amastigogênese (Figure 14B). 

Os resultados da figura 14 demonstraram que a indução da amastigogênese modulou 

apenas a expressão gênica da isoforma mitocondrial, sugerindo uma possível participação da 

mitocôndria durante o processo de diferenciação. 
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Legenda: (A) Expressão relativa do gene Fe-SODA; (B) Expressão relativa do gene Fe-SODB. 

Nota: Os resultados são expressos por média ± erro padrão de 4 experimentos independentes. A análise 

estatística foi realizada usando teste T-student, com * p<0,05 em relação ao controle. 

Fonte: A autora, 2019 
 

 

 

 

  

 

f. Modulação da fisiologia mitocondrial durante a diferenciação in vitro  

 

 

Os resultados anteriores (figura 13 e 14) sugerem que o T. cruzi gera H2O2 durante a 

amastigogênese através da Fe-SOD mitocondrial. Portanto, investigou-se a função 

mitocondrial após a indução do processo desta diferenciação. Com este intuito, formas 

tripomastigotas foram induzidas à diferenciação em pH ácido por 1 hora e 2 horas. Em 

Figura 14 - Expressão de Fe-SODA e Fe-SODB durante a amastigogênese 
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seguida, a função mitocondrial foi avaliada por dois parâmetros: respiração celular e potencial 

de membrana mitocondrial. 

A respiração celular foi avaliada pelo Oxygraph-2k. Inicialmente comparamos se há 

diferença do perfil de respiração celular em tripomastigotas cuja a leitura no Oroboros foi 

realizada em meio ácido ou neutro.  

Na figura 15, observamos que o pH do meio não interfere no consumo inicial de O2 

(rotina). No entanto, as formas tripomastigotas em meio DMEM pH 5,0 mostraram maior 

capacidade fosforilativa, ETS, cerca de 52% maior que no meio neutro. Além disso, em 

DMEM neutro os parasitos consumiram duas vezes mais O2 não ligado à respiração celular 

(ROX). Devido à esses resultados, a respiração celular após o estímulo ácido (1 hora e 2 

horas) foram aferidas em meio DMEM pH 5,0 no Oxygraph-2k.  

Após 1 hora de indução em pH ácido, os parasitos consumiram duas vezes menos 

oxigênio. E perderam aproximadamente 50% da sua capacidade máxima respiratória (figura 

16). 

Após duas horas de amastigogênese, o resultado é ainda mais drástico. Nesse caso, a 

respiração inicial é 89% menor, com 90% de perda da capacidade máxima (figura 16). No 

entanto, a indução da diferenciação em pH ácido não alterou o consumo residual de oxigênio 

(figura 16).  

Esses resultados demonstram que a respiração célular é reduzida durante a 

amastigogênese de modo tempo dependente. 
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Legenda: (A) Formas tripomastigotas em DMEM pH neutro + SFB 10 % na câmara do Oxygraph-2k; (B) 

Formas tripomastigotas em DMEM pH 5,0; (C) Para determinar a Rotina e ETS, os valores de 

consumo oxigênio em nmol/minuto/mg de proteína foram corrigidos por ROX. 

Nota: Os valores para determinação de Rotina, ETS e ROX foram obtidos através do programa DatLab. Os 

gráficos A e B são representativos de 4 experimentos realizados em duplicata. Os resultados do gráfico C 

são expressos como média ± erro padrão de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. A 

análise estatística foi realizada por One-way Anova
®

, pós teste T-student, com * p < 0.05. 

Fonte: A autora, 2019. 

Figura 15 - Respiração celular de formas tripomastigotas  
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Legenda: (A) Perfil do consumo de oxigênio de formas tripomastigotas não induzidas (0 min) ou induzidas por 

60 e 120 minutos. (B) Consumo de oxigênio mitocondrial basal corrigido por ROX (rotina). (C) 

Capacidade máxima de transferência de elétrons corrigida pelo ROX (ETS) (D) Os valores do 

consumo de oxigênio não mitocondrial (ROX). 

Nota: O gráfico A é representativo de 4 experimentos realizados independentemente. Os resultados do gráfico B-

D são expressos como média ± erro padrão de 4 experimentos independentes realizados em duplicata. A 

análise estatística foi realizada por One-way Anova
®

, pós teste Tukey, com * p <0.05 em relação ao grupo 

0 minutos e 
#
 p < 0.05 em relação ao grupo 1 hora. 

Fonte: A autora, 2019. 

  

 

Figura 16 - Redução do consumo de O2 durante a amastigogênese 
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O potencial da membrana mitocondrial gerado durante a fosforilação oxidativa é um 

componente essencial para síntese do ATP. A perda do potencial pode sugerir a redução da 

função mitocondrial. Nesse contexto, para avaliar a função mitocondrial durante a 

amastigogênese foi aferido o potencial elétrico de membrana mitocondrial (ΔΨm), usando a 

sonda TMRM. O ΔΨm foi determinado por FTMRM/FFCCP uma vez que o desacoplador FCCP 

dissipa o potencial de membrana.  

Primeiramente, a concentração de TMRM a ser usada foi determinada. Como 

observado na figura 17, a concentração de 100 nM de TMRM apresentou a detecção máxima 

de potencial, cerca de 2 vezes mais do que a concentração de 10 nM e 500 nm. A 

concentração de 50 nM TMRM apresentou o ΔΨm 90% maior do que 10 nM e foi escolhida 

para os outros experimentos. 

Similarmente ao que ocorreu na respiração celular, o potencial de membrana 

mitocondrial foi alterando durante a diferenciação. Após 1 e 2 horas em DMEM pH ácido, os 

parasitos apresentaram 36% e 35% de redução do potencial, respectivamente (Tabela 3). 

O antioxidante mitocondrial mitoTEMPO impediu a produção de H2O2 induzida pela 

amastigogênese. Similarmente, a presença de ciclosporina também inibiu o aumento da 

produção de H2O2 promovida pelo pH ácido após 60 minutos (figura 18). 

Em conjuntos, esses resultados mostram que a indução da amastigogênese promove o 

aumento da produção de ROS através da alteração funcional da mitocondrial, provavelmente 

pela abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial e reforçam a importância 

do aumento da expressão de Fe-SODA observada na figura 14A.  
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Legenda: (●) Intensidade de fluorescência das formas tripomastigotas na presença de 10 nM, 50 nM, 100 nM, 

250 nM e 500 nM de TMRM; (■) Intensidade de fluorescência das formas tripomastigotas na presença de 

diferentes concentrações de TMRM e 1 µM de FCCP; (▲) Razão fluorescência de tripomastigotas 

incubados com TMRM pela fluorescência de tripomastigotas incubados com FCCP (FTMRM/FFCCP). 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Formas tripomastigotas foram incubadas em DMEM pH neutro (0 minutos) ou em DMEM pH 5,0 por 60 

ou 120 minutos. Em seguida, os parasitos foram incubados por 30 minutos com 50 nM de TMRM com ou 

sem adição de 2 µM de FCCP nos últimos 5 minutos. O potencial foi calculado como a razão da 

fluorescência de TMRM das amostras pela fluorescência de TMRM das amostras incubadas com o FCCP. 

A análise estatística foi realizada por One-way Anova
®

, pós teste Tukey, com * p<0,05 em relação ao 

grupo 0 minutos  

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

 

Tabela 3 - Potencial de membrana mitocondrial (FTMRM/FFCCP) 

Amostra 0 minutos 60 minutos  120 minutos 

Intensidade de fluorescência 2,77 ± 0,33 1,78 ± 0,14
*
 1,81 ± 0,18

*
 

Figura 17 - Titulação de TMRM 
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Nota: Formas tripomastigotas de cultura foram induzidas a diferenciação para formas amastigotas por 60 

minutos na ausência (controle) ou presença de ciclosporina A (0,5 µM) e mitoTEMPO (10 nM e 100 

nM). Em seguida o H2O2 extracelular foi quantificado conforme descrito na metodologia. Os dados são 

expressos como media ± erro padrão de três experimentos independentes. *p < 0.05 indica diferença 

estatistica em relação ao tripomastigota por análise one-way ANOVA pós teste Dunnet. 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

g. O peptídeo N3 foi o mais expresso entre os fagos que obtiveram afinidade 

com as formas tripomastigotas 

 

 

Formas tripomastigotas foram submetidas à biopanning usando uma biblioteca 

randômica de peptídeos que em comum apresentam dois resíduos de cisteínas que interagem 

entre si. Foram realizados dois experimentos independentes, experimento 1 e experimento 2. 

Após a última rodada de seleção, as bactérias E. coli que foram infectadas pelos fagos ligantes 

Figura 18 - Efeito de ciclosporina e mitoTEMPO na produção de H2O2 
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ao parasito foram plaqueadas em placa de Petri, onde cada colônia representa o crescimento 

de um fago. Então, 23 colônias foram separadas e o DNA plasmidial foi purificado e 

sequenciado na região responsável pela codificação do gene pVIII.  

No primeiro experimento observou-se que as 23 colônias sequenciadas apresentaram 

variabilidade de 52,2%, com 12 diferentes grupos de peptídeos. Os clones N1 e N3 foram os 

mais frequentes e , juntos, representaram 82% dos fagos que se ligaram às formas 

tripomastigotas de T. cruzi (Tabela 4). Os peptídeos dividem 58% de identidade e 75% de 

similaridade, tendo apenas 3 aminoácidos diferentes. 

Diferentemente do experimento 1, apenas 18 colônias do experimento 2 apresentaram 

cromatogramas satisfatórios no sequenciamento. Além disso, nesse experimento foi 

encontrado apenas um clone majoritário, o O2, que correspondeu a aproximadamente 33% 

dos fagos que ligaram ao T. cruzi. Vale ressaltar que o clone O2 é o mesmo clone N3 do 

primeiro experimento (Tabela 5). 

Ao avaliarmos os dois experimentos juntos, o peptídeo N1 e N3 foram os principais 

clones expressos, apresentando frequência de 17,07% e 29,7%, respectivamente. Nota-se que 

o peptídeo N3 foi o único encontrado nos dois experimentos e portanto ele será utilizado nos 

outros ensaios (Tabela 6).  
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Nota: Após o terceiro ciclo de seleção, 25 colônias foram isoladas e sequenciadas. Dessas, 23 obtiveram 

sequências válidas. Foram encontrados 12 peptídeos diferentes, correspondendo à 52,2% de variabilidade.   

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome do clone Sequência de aminoácidos do 

peptídeo inserida no fago 

Número de clones do 

peptídeo/total 

Frequência do 

peptídeo (%) 

O1 DCRGACCSYDCP 1 (18) 5,55 
O2 QCIQFPQFLWCP 6 (18) 33,33 
O4 MSQAPNPKRCCM 1 (18) 5,55 
O7 RCTKRVFLVNCG 1 (18) 5,55 
O9 LCTLPSITNTCN 1 (18) 5,55 

O10 MGPHPSDVPKCA 2 (18) 11,11 
O13 QCPKRESAVVCL 1 (18) 5,55 
O15 ACSLLTYKG-CV 1 (18) 5,55 
O16 DCRKVWIRSKCV 1 (18) 5,55 
O20 GCLEEGSWFFCK 1 (18) 5,55 
O21 HCQTLLAVDGCT 1 (18) 5,55 
O23 QCKKAWRITPCL 1 (18) 5,55 

Nota: Após o terceiro ciclo de seleção, 25 colônias foram isoladas e sequenciadas. Dessas, 18 obtiveram 

sequências válidas. Foram encontrados 12 peptídeos diferentes, correspondendo à 66,6% de variabilidade.   

Fonte: A Autora, 2019. 
 

 

 

 

Nome do clone Sequência de aminoácidos do 

peptídeo inserida no fago 

Número de clones do 

peptídeo/total 

Frequência do 

peptídeo (%) 

N1 QCIDFKVYTWCP  7 (23) 52,17 

N2 GCEAWWWWKPCN  1 (23) 4,35 

N3 QCIQFPQFLWCP  6 (23) 30,43 

N6 ICHRDMW-YSCM  1 (23) 4,35 

N7 ACGSLVSIMRCI  1 (23) 4,35 

N9 ECEWV-HLSFCPE 1 (23) 4,35 

N10 HCGEVDSHAECP  1 (23) 4,35 

N15 PCTGR-NVTQCL  1 (23) 4,35 

N17 GCPMLSRSLLCL 1 (23) 4,35 

N18 LCH-SSCAALCE  1 (23) 4,35 

N19 MGKPSYAGTACT  1 (23) 4,35 

N22 QCNQWPQFHRCQ 1 (23) 4,35 

Tabela 5 - Sequenciamento dos fagos do experimento 2 

Tabela 4 - Sequenciamento dos fagos experimento 1 
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Nome do clone Sequência de aminoácidos do 

peptídeo inserida no fago 

Número de clones do 

peptídeo/total 

Frequência do 

peptídeo (%) 

N1 QCIDFKVYTWCP 7 (41) 17,07 

N2 GCEAWWWWKPCN 1 (41) 2,43 

N3 QCIQFPQFLWCP 12 (41) 29,27 

N6 ICHRDMW-YSCM 1 (41) 2,44 

N7 ACGSLVSIMRCI 1 (41) 2,44 

N9 ECEWV-HLSFCP 1 (41) 2,44 

N10 HCGEVDSHAECP  1 (41) 2,44 

N15 PCTGR-NVTQCL  1 (41) 2,44 

N17 GCPMLSRSLLCL  1 (41) 2,44 

N18 LCH-SSCAALCE  1 (41) 2,44 

N19 MGKPSYAGTACT  1 (41) 2,44 

N22 QCNQWPQFHRCQ  1 (41) 2,44 

O1 DCRGACCSYDCP 1 (41) 2,44 

O4 MSQAPNPKRCCM 1 (41) 2,44 

O7 RCTKRVFLVNCG  1 (41) 2,44 

O9 LCTLPSITNTCN  1 (41) 2,44 

O10 MGPHPSDVPKCA  2 (41) 4,88 

O13 QCPKRESAVVCL  1 (41) 2,44 

O15 ACSLLTYKG-CV  1 (41) 2,44 

O16 DCRKVWIRSKCV  1 (41) 2,44 

O20 GCLEEGSWFFCK  1 (41) 2,44 

O21 HCQTLLAVDGCT  1 (41) 2,44 

O23 QCKKAWRITPCL  1 (41) 2,44 

Nota: Experimento 1 e 2 juntos. Foram isolados e sequenciados 41 fagos. Foram encontrados 23 peptídeos 

diferentes, o que corresponde à 56 % de variabilidade.  

Fonte: A Autora, 2019. 

 

 

h. N3 se liga especificamente as formas que infectam o hospedeiro vertebrado 

 

 

Uma vez que o biopanning selecionou o clone N3 como o fago que apresentou alta 

afinidade pelo T. cruzi, o peptídeo expresso nesse fago, nomeado de N3, também foi 

sintetizado um peptídeo com os mesmos aminoácidos do N3 em ordem aleatória (peptídeo 

scramble). Na figura 19 é mostrada a estrutura em 3D predita pelo programa ADC/Labs, onde 

é possível observar que apesar de ambos os peptídeos apresentarem uma ponte dissulfeto na 

mesma posição, a diferente ordenação dos aminoácido altera a estrutura tridimensional.  

 

 

 

 

Tabela 6 - Sequenciamento dos fagos com alta afinidade  
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Fonte: A autora, 2019. 

 

Inicialmente foi avaliado se o peptídeo se liga especificamente ao T. cruzi e se 

apresenta preferência para a forma tripomastigotas. Uma vez que os peptídeos sintetizados são 

biotinilados, foi utilizado um fluoróforo ligado a streptavidina para detecção do peptídeo. 

Como esperado, o peptídeo N3 foi capaz de se ligar às formas tripomastigotas de T. 

cruzi (figura 20A e 21). Surpreendentemente, o peptídeo N3 também reconheceu ligantes na 

superfície de formas amastigotas de cultura e epimastigotas (figura 20B e 20C), porém nesta 

última com pouca expressividade. 

A especificidade do peptídeo N3 com o T. cruzi foi corroborada na figura 20D, em que 

não houve ligação do peptídeo com células Vero. Além disso, o peptídeo scramble não ligou 

em nenhuma das formas do parasito, evidenciando ainda mais a especificidade de N3 (figura 

20 e 21). 

Figura 19 - Estrutura 3D dos peptídeos N3 e scramble 
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Esses resultados demonstram que o peptídeo N3 foi capaz de se ligar ao T. cruzi 

especificamente. 

 

Legenda: (A) Formas Tripomastigotas; (B) Epimastigotas; (C) Amastigotas; (D) células Vero.  

Nota: As diferentes formas evolutivas de T. cruzi ou céulas Vero foram fixadas com 4% de paraformaldeído e 

incubadas com o peptídeo N3 e scramble overnight. Em seguida, o peptídeo ligado foi detectado através 

de citometria de fluxo. Os inserts representam graficamente o histograma. Os dados são representativos de 

três experimentos independentes. Em *p < 0.05 em relação ao grupo DMSO. Análise por One-way 

Anova
®

, pós teste Dunnett. 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

 

 

Figura 20 - Ligação do peptídeo N3 no T. cruzi e em células Vero 
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Legenda: Formas Tripomastigotas tratadas com peptídeo biotinilado scramble (A-D) ou N3 (E-H). A e E - 

campo claro com contraste de fase; B e F – Fluorescência da ligação do peptídeo biotinilado com a 

streptavidina-alexa-594; C e G – Fluorescência de DAPI D e H – Fluorescência combinada de DAPI e 

Streptavidina-Alexa-594. 

Nota: Formas tripomastigotas de T. cruzi foram fixadas com 4% de paraformaldeído e incubadas com o peptídeo 

N3 ou scramble overnight. Em seguida, o peptídeo ligado foi detectado através de microscopia de 

fluorescência. 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

 

Figura 21 - Análise da ligação do peptídeo N3 em formas tripomastigotas por microscopia de fluorescência 
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i. N3 reduz a invasão em células Vero 

 

Visto que o peptídeo N3 se ligou nas formas infectivas tripomastigotas, foi 

questionado se a ligação do peptídeo atrapalha a invasão na célula hospedeira. 

Para isso, formas tripomastigotas foram pré incubadas com o peptídeo N3 ou 

scramble. Em seguida, os parasitos foram marcados com CFSE e submetidos a interação com 

células Vero por 3 horas. Após esse tempo os parasitos livres foram retirados e as células 

infectadas foram fixadas com paraformaldeído. A invasão foi quantificada através de detecção 

de parasitos fluorescentes dentro das células Vero por citometria de fluxo e microscópio de 

fluorescência. 

Os resultados do histograma, figura 22A, e o gráfico, 22B, mostram uma redução de 

67% da fluorescência nas células Vero infectadas com formas tripomastigotas pré incubadas 

com o peptídeo N3. 

Esses dados são corroborados no microscópio de fluorescência, onde a média de 

parasitos por célula foi 50% menor no tratamento com o peptídeo N3 (figura 22C).  
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Legenda: (A) Histograma de intensidade de fluorescência; (B) Representação gráfica do histograma de A; (C) 

Quantificação da carga parasitária por microscopia de fluorescência. 

Nota: Células Vero foram infectadas com tripomastigotas marcados com CFSE pré incubados com peptídeo N3, 

scramble ou DMSO (controle), após 3 horas de interação, os parasitos livres foram retirados e as células 

fixadas. Para a citometria de fluxo, as células Vero foram levadas ao citometro, enquanto que para 

microscopia as células foram diretamente levadas ao microscópio de fluoresência. O histograma e seu 

gráfico (A e B) são representativos de três experimentos. Os resultados do gráfico (C) são expressos como 

média ± erro padrão de três experimentos independentes. A invasão foi calculada pela média de 

parasito/Vero. Em *p< 0,05 em relação ao controle, análise por One-way Anova
®

, pós teste Dunnett. 

Fonte: A autora, 2019. 

Figura 22 - N3 reduz a invasão de tripomastigotas em células Vero 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O desenvolvimento de novas drogas baseado em um alvo terapêutico reduz a 

probabilidade de efeitos adversos. Desta maneira, a comunidade científica tende a favorecer 

essa estratégia. O alvo terapêutico ideal é aquele que é expresso somente no patógeno ou 

apresenta baixa similaridade com proteínas homólogas do hospedeiro, além de estar 

envolvido numa atividade essencial para o parasito (Müller et al., 2016). 

O T. cruzi é um parasito intracelular obrigatório, sendo assim ele necessita entrar na 

célula hospedeira para prosseguir com seu ciclo de vida. Desta forma as moléculas do parasito 

envolvidas no processo de invasão celular são essenciais para infeccção (Barrias et al., 2010). 

Dessa maneira, entender o processo de infecção intracelular pode fornecer alvos terapêuticos. 

Além disso, entender como o T. cruzi se relaciona com a célula hospedeira pode guiar o 

desenvolvimento de novos fármacos. 

Os macrófagos constituem uma das primeiras linhas de defesa contra o T. cruzi e 

durante a infecção o parasito é capaz de ativar o burst oxidativo destas células. Esse processo 

envolve a produção de ROS dentro do fagossomo através da ativação da NADPH oxidase. 

Essa enzima gera o ânion superóxido que pode espontaneamente ou enzimaticamente, através 

da ação da SOD, ser dismutado a H2O2 e O2 (Groemping e Rittinger, 2005). 

O papel das ROS geradas durante o burst oxidativo como microbicida foi descrito pela 

primeira vez em 1968 (Baehner e Karnovsky, 1968). Deste então, esse mecanismo tem sido 

estudado e caracterizado. Diversos microrganismos são sensíveis a ROS, tais como 

Helicobacter pylori e Salmonella typhimurium, evidenciando seu papel na defesa do 

hospedeiro (Fang et al., 1999; Seyler et al., 2001).  

As formas tripomastigotas de T. cruzi entram em contato com ROS geradas pela célula 

hospedeira no vacúolo e, ainda assim o parasito prossegue com o seu ciclo intracelular. 

Considerando que as formas tripomastigotas entram em contato com ROS no vacúolo 

parasitóforo, e que o pH ácido promovido pela fusão com o lisossomo estimula a 

diferenciação para formas amastigotas, fomos investigar se H2O2, poderia interferir nesta 

diferenciação (Piacenza e cols., 2009; Alvarez e cols., 2011; Salassa e Romano, 2018). Na 

figura 9 observamos que o H2O2 acelerou a amastigogênese. No entanto, os antioxidantes não 

enzimáticos utilizados: GSH, NAC e urato não afetaram a diferenciação (figura 10). A enzima 

que diretamente dismuta o H2O2 em oxigênio e água, a catalase (ligada ao polietilenoglicol, 

PEG, que permite a entrada na célula), reduz discretamente a expressão Ssp4, uma proteína de 
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superfície específica das formas amastigotas. No entanto, não altera o percentual de formas 

arrendondadas, indicando apenas uma leve influência na diferenciação (figura 11). Em 

contrapartida, o efeito do H2O2 foi corroborado uma vez que, a Peg-Catalase reverteu 

totalmente o aumento da expressão de Ssp4 e do percentual de formas arrendondadas 

induzidas por esta espécie reativa. No entanto, dentre os antioxidantes utilizados, apenas o 

urato diminuiu parcialmente o efeito do H2O2 (figura 11). 

Nosso grupo demonstrou a importância do status redox na diferenciação que ocorre no 

inseto vetor de formas epimastigotas para tripomastigotas metacíclicas (Nogueira et al., 

2015). Em contrapartida, esses resultados indicam menor destaque para o status redox do 

ambiente, demonstrando o papel principal do H2O2 na primeira diferenciação intracelular do 

T. cruzi. Além disso, esses resultados indicam que geração de H2O2 dentro do vacúolo 

parasitóforo, discutido por Piacenza e colaboradores em 2009, pode acelerar a amastigogênese 

estimulada pelo pH ácido promovido através da fusão do lisossomo (Salassa e Romano, 2018; 

Epting et al, 2010; Piacenza, 2009). Nesse contexto, o H2O2 liberado durante o burst 

oxidativo poderia regular positivamente a diferenciação das formas tripomastigotas. 

A atuação do H2O2 como sinalizador para a diferenciação em T. cruzi não é 

contraditório com os dados da literatura. Diferente de outros microrganismos, a morte 

mediada por ROS do parasito não envolve a produção exclusiva de O2
•-
 ou H2O2. Essas 

espécies são tripanocidas em associação com espécies reativas de nitrogênio, o produto dessa 

reação é o peroxinitrito, e essa espécie reativa de nitrogênio é tóxica para o T. cruzi (Alvarez 

et al, 2004; Alvarez et al, 2011). Um dos fármacos utizados para tratamento pelo pacientes 

portadores da doença de Chagas é o benznidazol. Inicialmente, sua atividade tripanocida era 

creditada à indução da geração de ROS no parasito. No entanto, o benznidazol não foi capaz 

gerar ROS em extratos de T. cruzi, precisando ser ativada pela ação da nitroredutase 

tripanossomal I. Em seguida, ocorre uma ligação covalente da droga com grupos tióis 

reduzidos e a geração de adutos glioxal tóxicos (revisado por Paiva et al., 2018). Além disso, 

o tratamento de macrófagos com benznidazol, um dos fármacos usados na terapia chagásica, 

não interferiu na produção de ROS pela Nox, sendo sua ação relacionada com a inibição da 

ativação de NFB que reduz a produção de NO e das citocinas pró-inflamatórias (Manarin et 

al, 2010).  

O H2O2 tem sido implicado na diferenciação de diversos tipos de células. Em 2009, 

Xiao demonstrou que o H2O2 desencadeia a diferenciação de células tronco embrionárias em 

células musculares lisas (Xiao et al., 2009). O H2O2 também foi capaz de induzir a 

diferenciação de adipócitos em células troncos mesenquimais (Huang et al., 2018).  
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Em células tumorais já foi descrito o papel do H2O2 na tumorigênese, como por 

exemplo em células leucêmicas promielocítica HL-60, nas quais as ROS induz a 

diferenciação nestas células (Lin e Wang, 2012).  

ROS também estão envolvidas na diferenciação de macrófagos em osteoclastos 

(osteoclastogênese) induzida pelo ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B 

(RANKL, do inglês, receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand). Nesse modelo, ROS 

é essencial para que ocorra a diferenciação, onde a inibição da Nox impede este processo (Lee 

et a.l, 2014; Li et al, 2014; Sasaki et al, 2009). 

O envolvimento de ROS também é observado nos processos de diferenciação de 

tripanossomatídeos. Em Trypanosoma brucei, a diferenciação de formas tripomastigotas 

alongadas proliferativas para as formas tripomastigotas stumpy quiescente é influenciada por 

ROS. A adição de H2O2  estimula a diferenciação através da fosforilação da cinase α1 ativada 

por AMP (AMPKα1, do inglês, AMP-activated kinase α1 (Saldivia et al., 2016). Em 

Leishmania amazonensis a adição de H2O2 desencadeia a diferenciação de formas 

promastigotas para as formas amastigotas (Mittra et al, 2013). 

Um dos mecanismos pelo qual H2O2 pode atuar como segundo mensageiro na 

sinalização redox é através da oxidação reversível de resíduos de cisteína de proteínas cinases 

e fosfatases (Case, 2017). Além disso, a análise fosfoproteômica durante a amastigogênese in 

vitro mostrou que ocorre uma modulação de eventos de fosforilação, o que evidencia o papel 

de cinases e fosfatases (Queiroz et al., 2014). De fato a sinalização a favor da diferenciação 

promovida por H2O2 foi dependente da atividade de PP2A (figura 12A). Observamos que o 

tratamento com H2O2 aumentou a atividade serina e treonina fosfatase (figura 12B), 

corroborando o papel desta enzima na sinalização do H2O2. 

A ação de H2O2 na atividade de PP2A é contraditória. Alguns estudos demonstram que 

o ROS inibe a atividade da PP2A (Chen et al, 2008; Nakahata e Morishita, 2014). Outros 

estudos mostram o contrário, demonstram que ROS pode promover ativação da enzima 

(Cicchillitti et al., 2003; Sheth et al, 2009).  

PP2A está relacionada com a osteoclastogênese induzida por RANKL. Foi observado 

que a redução da expressão de PP2A diminuiu a expressão de RANKL e consequentemente a 

osteoclastogênese induzida por ROS (Okamura et al., 2013). Além da osteoclastogênese, a 

enzima PP2A está envolvida em outros processos de diferenciação, tais como, inibição da 

diferenciação embrionária tumoral e de células leucêmicas, e a indução da diferenciação de 

células neuronais. (Benes et al, 2007; Nishina et al, 1995; Tanaka et al, 1995). 
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 A amastigogênese in vitro de T. cruzi induzida por pH ácido é acompanhada por 

aumento transiente de produção de H2O2 (figura 13). Essa característica confirma o papel 

sinalizador do H2O2 (Antunes e Brito, 2017). Esse mesmo fenômeno é observado durante a 

morfogênese, que ocorre ao longo do desenvolvimento embrionário de peixe-zebra (Gauron et 

al., 2016). De forma similar, durante a diferenciação induzida pelo ácido retinóico de células 

embrionárias tumorais de camundongos F9 ocorre a produção de ROS (Dickson et al., 2017). 

O H2O2 pode ser formado pela dismutação enzimática pela ação da superóxido dismutase. O 

T. cruzi apresenta exclusivamente a SOD dependente de ferro. Dentre as isoformas descritas, 

avaliamos a expressão mitocondrial (Fe-SODA) e citosólica (Fe-SODB). Embora a literatura 

tenha sugerido a importância de Fe-SODB na infecção intracelular (Martinez et al., 2014), 

observou-se pelos resultados da figura 14 que apenas a isorma mitocondrial é modulada 

durante o processo de diferenciação induzida por pH ácido.  

 Em Leishmania, a ativação de Fe-SOD bem como o H2O2 desencadeia a diferenciação 

de formas promastigotas para as formas amastigotas (Mittra et al., 2013; Khan et al., 2018).  

Considerando o aumento da expressão de Fe-SODA e sua impotância para um 

possível balanço redox mitocondrial, investigou-se a função mitocondrial durante a 

amastigogênese . Nossos dados demonstram que a mitocôndria reduz funcionalmente durante 

a amastigogênese. Após 1 hora de estímulo à diferenciação, ocorre a redução da capacidade 

fosforilativa (figura 16) e perda do ΔΨm (tabela 3). Essa disfunção é acompanhada pelo 

aumento da produção de ROS (figura 13). Nessse cenário, o qual ocorre a disfunção 

mitocondrial acompanhada pela perda do potencial mitocondrial sugere que o estímulo ácido 

induziu a abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (mPTP), uma vez que 

são características descritas para tal evento (Kuznetsov et al., 2017; Teixeira et al., 2017). 

Nossos resultados da figura 18 corroboram que as ROS observadas após 60 minutos de 

indução são proveniente da mitocôndria, uma vez um antioxidante mitocondrial, 

mitoTEMPO, inibiu esse aumento. Além disso, testamos uma baixa concentração do inibidor 

de mPTP, a ciclosporina, e novamente não foi observado o aumento na produção de H2O2 

após 60 minutos em DMEM pH 5,0.  

Na diferenciação de Leishmania em pH ácido também é observada a geração de ROS 

mitocondrial, porém diferentemente do observado nesse trabalho, o ROS é proveniente da 

cadeia de elétrons, com aumento do consumo de oxigênio e hiperpolarização mitocondrial. 

Nesse contexto, foi demonstrado o papel central da isoforma mitocondrial de SOD de 

Leishmania para manutenção redox mitocondrial e produção de H2O2 como molécula 

sinalizadora para a diferenciação (Mittra et al., 2013; Mittra et al., 2016; Mittra et al., 2017). 
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Diferentemente, nossos resultados indicam que em T. cruzi o ROS mitocondrial produzido 

durante a diferenciação pode ser proveniente da abertura do mPTP ao invés da cadeia de 

transporte de elétrons. 

 Foi descrito em formas epimastigotas de T. cruzi que altas doses de H2O2 (5 mM) foi 

capaz de abrir o mPTP (Bustos et al., 2015). A superexpressão da ciclofilina D, um dos 

componentes do mPTP, acentuou a perda de potencial mitocondrial (Bustos et al., 2017). No 

entanto, o trabalho usou elevadas concentrações de H2O2, que causa o estresse oxidativo e 

leva o parasito à morte. No nosso trabalho utilizamos uma baixa concentração de H2O2 (100 

vezes menor) o que pode promover a abertura mPTP de forma transiente e que não sinalize 

para morte. 

 Existem dois mecanismos sugeridos de abertura do mPTP, o primeiro mecanismo 

consiste na abertura irreversível do poro com permeabilidade permanente, levando a morte 

celular ou, uma segunda estratégia em que abertura do poro é transiente, reversível e não leva 

à morte. Nesse último, o mPTP participaria de processos fisiológicos relacionados com 

regulação de cálcio citosólico e produção de energia (revisado por Pérez e Quintanilla, 2017). 

A abertura transiente do mPTP tem sido associada a sinalização mediada por ROS (Zorov et 

al., 2000). 

 Usualmente, associa-se o mPTP à indução da morte celular e patogênese. Mas tem-se 

observado o papel da mPTP na diferenciação de cardiomiócitos e de células neuronais. Em 

cardiomiócitos, a abertura/fechamento do mPTP controla a diferenciação. Os cardiomiócitos 

em estágios de desenvolvimento com o mPTP aberto, com baixo ΔΨm e altos níveis de ROS, 

se diferenciam para cardiomiócitos maduros através do fechamento do mPTP (Hom et al., 

2011). Diferentemente do que ocorre nos cardiomiócitos, células progenitoras neurais se 

diferenciam em neurônios (neurogênese) através de ROS gerados pela abertura de mPTP 

(Hou et al., 2013). Nesse contexto, o processo de amastigogênese do T. cruzi pode se 

assemelhar com o processo de neurogênese. 

 Em mamíferos, PP2A juntamente com o PTEN sustentam a transferência de íons de 

cálcio entre o retículo endoplasmático e a mitocôndria. O aumento da concentração de íons de 

cálcio na mitocôndria provido do retículo endoplasmático é um dos principais indutores de 

abertura do mPTP (Bonora e Pinton, 2014). Em adição, o polifosfato inorgânico é um potente 

ativador da abertura de mPTP induzida por íons de cálcio (Seidlmayer et al., 2012). 

A ativação da PI-PLC durante a amastigogênese de T. cruzi sugere a importância da 

liberação dos íons de cálcio dos estoques intracelulares (Okura et al., 2005). Além disso, o 

aumento dos níveis de polifosfato intracelular é observado durante a diferenciação de formas 
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tripomastigotas para amastigotas em meio ácido (Ruiz et al., 2001). Nesse contexto, a 

liberação de íons cálcio e a presença de polifosfato podem contribuir para a abertura do mPTP 

durante a amastigogênese. 

Os resultados obtidos nesta tese a partir dos estudos da participação de ROS na 

amastigogênese de T. cruzi indicam a capacidade do parasito em adaptar-se ao ambiente. Em 

conjunto, estes resultados indicam que durante a amastigogênese no fagolisossomo ocorre a 

produção transiente de H2O2  pelo T. cruzi. Em paralelo, a indução da diferenciação para as 

formas amastigotas reduz funcionalmente a mitocôndria, que perde o potencial de membrana 

e a capacidade fosforilativa, sugerindo a abertura do mPTP. Essa abertura pode gerar espécies 

reativas de oxigênio, como O2
•–

, que é contrabalanceada pela expressão de Fe-SODA. Desta 

forma, o H2O2 produzido não somente é menos danoso para o parasito bem como pode atuar 

no favorecimento da amastigogênese por um via que perpassa uma serina/treonina fosfatase. 

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo. No hospedeiro vertebrado, para o 

sucesso da infecção o parasito precisa invadir a célula hospedeira e estabelecer a infecção 

intracelular. Nossos resultados mostraram que o parasito se favorece de ROS para sua 

diferenciação intracelular (figuras 9-18), o que evidencia a sua capacidade de adaptação a 

variações do ambiente, tais como o pH e o ROS gerado no fagolisossomo (Piacenza et al, 

2009). Essa plasticidade do parasito é uma das características que dificulta o desenvolvimento 

de novas drogas e de vacinas. Portanto, a combinação de diferentes estratégias a fim de 

identificar novos alvos terapêuticos torna-se fundamental. Com esse intuito, outra abordagem 

utilizada no trabalho foi o uso da técnica de phage display, como ferramenta para descobrir 

peptídeos que possam impedir a invasão da célula hospedeira. Para isso, utilizamos essa 

técnica  para varrer a superfície de formas tripomastigotas de T. cruzi mantidos em cultura. 

Esta tecnologia permite a identificação e isolamento de ligantes ao receptor (Koivunen et al., 

1999). 

O T. cruzi é capaz de invadir diversos tipos de células, fagocíticas e não fagocíticas. 

As formas tripomastigotas são as formas classicamente infectivas, no entanto é descrita a 

invasão de células do hospedeiro vertebrado por formas amastigotas. O T. cruzi se utiliza de 

diversos mecanismos e moléculas de superfície para entrada na célula hospedeira. Ressalta-se 

que esses diferentes mecanismos de entrada acontecem simultaneamente durante a infecção 

no hospedeiro pelo parasito. Uma vez que o parasito necessita entrar na célula hospedeira para 

completar seu ciclo de vida e disseminar a infecção, o sucesso desta etapa é essencial e 

interesse no estudo de novos alvos terapêuticos (Revisado por Walker et al., 2014). 
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 Em tripanossomatídeos a técnica de phage display tem sido aplicada para diferentes 

abordagens. Em T. brucei, o phage display foi usado para buscar mimetopos da glicoproteína 

variante de superfície (VSG). Esses mimetopos são importantes para diagnóstico da doença 

pelo teste de detecção de anticorpo (Van Nieuwenhove et al., 2011; Van Nieuwenhove et al., 

2012). Em Leishmania, a técnica foi utilizada para o desenvolvimento de vacinas. Para este 

fim, o soro de pacientes com leishmaniniose tegumentar (infecção por Leishmania 

amazonensis) ou leishmaniose visceral (infecção por Leishmania infantum) foram utilizados 

para o biopanning. Os peptídeos selecionadas foram imunogênicos, induzindo específica 

resposta T helper 1 (Th-1) (Carvalho et al., 2019; Ramos et al., 2017). 

Em T. cruzi, o phage display contribuiu para elucidar a interação de glicoproteínas da 

família trans-sialidase/gp85 com as células de hospedeiros mamíferos. Neste contexto, o uso 

de fagos expressando FLY (um peptídeo motif da trans-sialidase/gp85) demonstrou a 

participação da enzima na interação com células endoteliais. Além disso, foi identificado um 

novo motif importante da trans-sialidase/gp85 (TS9) e o receptor na célula hospedeira que liga 

a gp85, o prokineticin-2 receptor (PKR2) (Tonelli et al., 2010; Khusal et al., 2015; Teixeira et 

al., 2015). No entanto, a técnica ainda não foi utilizada para identificação de novas moléculas 

de superfície do parasito, que participam do processo de invasão na célula hospedeira.  

No nosso trabalho usamos uma biblioteca de fagos que obteve sucesso em 

plasmodium, conseguindo identificar uma gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase (GAPDH). 

Os peptídeos expressos nessa biblioteca são compostos por 12 aminoácidos fusionadas a 

proteína VIII (XCXXXXXXXXCX), onde X é qualquer aminoácido e C é a cisteína. Vale 

ressaltar que as duas cisteínas presentes no peptídeo se ligam formando um looping (Cha et 

al., 2016).  

 Nós identificamos dois clones, N3 e N1, com aparente afinidade com as formas 

tripomastigotas de T. cruzi após a terceira rodada de seleção. Os dois representaram mais que 

80% dos fagos selecionados no primeiro experimento (tabela 4). Considerando que a 

complexidade inicial da biblioteca era de 10
9
 peptídeos randômicos, encontrar um mesmo 

fago mais de uma vez após a seleção sugere uma especificidade do fago. O clone N3 foi o 

clone mais frequente e o único encontrado nos dois experimentos realizados (tabela 5), 

sugerindo fortemente a sua capacidade de ligação nas formas tripomastigotas e por isso 

escolhido para os ensaios de ligação e infecção em células Vero. O fato do clone N3 ter sido 

escolhido para os outros experimentos, não descarta a possibilidade do clone N1 afetar a 

invasão do T. cruzi.  
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 Os peptídeos randômicos expressos em biblioteca de fagos podem ser dividos em três 

grandes categorias: peptídeos que não ligam no alvo, peptídeos que ligam ou não 

especificamente no alvo. A maioria dos clones expressa os peptídeos que não ligam no alvo, 

diferentemente dos que expressam peptídeos com alta afinidade, que são poucos (Lindner et 

al., 2011). Um dos grandes problemas recorrentes do biopanning é a seleção de peptídeos não 

relacionados ao alvo (TUP), em que os peptídeos recuperados não têm afinidades com o alvo 

(Bakhshinejad et al., 2016). 

 O peptídeo N3 não foi um TUP, uma vez que não se ligou nas células de mamífero 

Vero (figura 20D) e nas formas não infectivas epimastigotas de T. cruzi (figura 20B). 

Contrariamente, o peptídeo N3 se ligou nas formas infectivas tripomastigotas (figura 20A e 

21) e também nas formas amastigotas extracelulares (figura 20C). Nota-se que esta última 

forma, apesar de classicamente ser conhecida como forma replicativa, apresenta a capacidade 

de infectar e estabelecer a infecção intracelular (Lima et al., 2010, Salassa e Romano, 2018). 

Sendo assim, sugere-se que o peptídeo se liga em alguma molécula de superfície em comum 

entre as duas, e que possivelmente está envolvida com a infecção no hospedeiro vertebrado, 

uma vez que não se ligou em formas não infectivas. 

 Confirmou-se que o peptídeo N3 reduziu significativamente a infecção em células 

Vero (figura 22). Esse resultado foi confirmado uma vez que o peptídeo scramble que não se 

ligou ao T. cruzi e também não interferiu na invasão dessas formas na célula de mamífero. A 

ausência de atividade do peptídeo scramble reforça a importância da estrutura formada pelo 

peptídeo N3 para o efeito, pois apesar de conterem os mesmos aminoácidos, ambos diferem 

no arranjo estrutural (figura 19). 

 Usualmente, os ligantes dos peptídeos selecionados por bibliotecas de peptídeos 

randômicos tendem a ser direcionados a sítios biologicamente relevantes na superfície do alvo 

(Molek et al., 2011).  

A superfície das formas tripomastigotas é coberta principalmente por 

glicoconjungados ancorados por glicofosfatidilinositol. Dentre esses destaca-se a família 

transialidase/gp85 e mucinas. As transialidases são enzimas que catalisam a transferência de 

ácido siálico do hospedeiro para o parasito. Essas enzimas interagem tanto com os receptores 

da célula hospedeira quanto com a matriz, e estão envolvidas na infecção (Carvalho et al, 

2010; Giordano et al, 1994; Lieke et al, 2011; Ming et al, 1993). As mucinas apresentam o 

ácido siálico na sua estrutura e são um dos principais componentes do glicocálice do parasito 

e são capazes de interagir com as células de mamíferos (Buscaglia et al., 2006; Jacobs et al, 

2010). 
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Considerando que as moléculas de superfície do parasito normalmente desempenham 

o papel na interação com o hospedeiro, bem como, que a técnica de phage display seleciona 

alvos bioativos, é comum esperar que o peptídeo N3 reduza a infecção por se ligar 

provalmente à uma glicoproteína de superfice do parasito que esteja envolvida na infecção. 

O peptídeo N3 não foi capaz de inibir totalmente a entrada na célula Vero. Esse 

resultado pode ser devido ao fato do T. cruzi utilizar diversos mecanismos para entrar célula 

hospedeira (Barrias et al., 2013). Nesse contexto, o peptídeo N3 foi capaz de inibir apenas um 

destes, se ligando a uma das famílias de glicoproteínas expressas na superfície do parasito.  

Os peptídeos isolados através da técnica de phage display podem ser promissores e 

usados na clínica. Alguns peptídeos provenientes desta técnica vêm sendo usados para o 

tratamento de doenças. Como exemplo temos o Ecallantide é um inibidor de serina protease 

que vem sendo usado para o tratamento de angioderma hereditário (Farkas e Varga, 2011). O 

Romiplostim (Nplate
®

) é um agonista do receptor de trombopoetina usado no tratamento de 

trombocitopenia (revisado por Keating, 2012). Outro exemplo é o Tanzeum (albigutide), um 

agonista do receptor peptídeo semelhante a glucagon usado no tratamento da diabetes mellitus 

2. 

Os resultados obtidos por phage display identificaram o peptídeo N3 como ligante na 

superfície de tripomastigotas capaz de inibir a entrada do mesmo na célula hospedeira. 

Estudos futuros podem levar a identificação da molécula alvo na superfície de T. cruzi e assim 

contribuir para a descoberta de um novo alvo terapêutico ou a corroboração de um existente. 
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CONCLUSÕES 

 

 

 Nossos resultados abordaram duas etapas da infecção intracelular do T. cruzi 

importantes para o controle da doença. Em relação a etapa inicial de invasão da célula 

hospedeira foi identificado um peptídeo capaz de reduzir este processo, o N3, sugerindo um 

alvo molecular na superfície do parasito. Por outro lado, demonstrou-se a importância do 

peróxido de hidrogênio na indução da amastigogênese, etapa intermediária da infecção 

intracelular. Além disso, os resultados demonstraram a importância da fisiologia mitocondrial 

do parasito na diferenciação das formas tripomastigotas para amastigotas em hospedeiros 

mamíferos.  
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