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Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro!

Fernando Sabino
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UMA TESE É UMA TESE  

Mario Prata 

Crônica publicada no jornal O Estado de Sao Paulo, 7 de outubro de 1998. 

 

Sabe tese, de faculdade? Aquela que defendem? Com unhas e dentes? É dessa tese que 

eu estou falando. Você deve conhecer pelo menos uma pessoa que já defendeu uma tese. Ou 

esteja defendendo. Sim, uma tese é defendida. Ela é feita para ser atacada pela banca, que 

são aquelas pessoas que gostam de botar banca.  

As teses são todas maravilhosas. Em tese. Você acompanha uma pessoa meses, anos, 

séculos, defendendo uma tese. Palpitantes assuntos. Tem tese que não acaba nunca, que 

acompanha o elemento para a velhice. Tem até teses pós-morte. O mais interessante na tese é 

que, quando nos contam, são maravilhosas, intrigantes. A gente fica curiosa, acompanha o 

sofrimento do autor, anos a fio. Aí ele publica, te dá uma cópia e é sempre - sempre - uma 

decepção. Em tese. Impossível ler uma tese de cabo a rabo. São chatíssimas. É uma pena 

que as teses sejam escritas apenas para o julgamento da banca circunspecta, sisuda e 

compenetrada em si mesma. E nós? Sim, porque os assuntos, já disse, são maravilhosos, 

cativantes, as pessoas são inteligentíssimas. Temas do arco-da-velha. Mas toda tese fica no 

rodapé da história. Pra que tanto sic e tanto apud? Sic me lembra o Pasquim e apud não 

parece candidato do PFL para vereador? Apud Neto. 

 Escrever uma tese é quase um voto de pobreza que a pessoa se autodecreta. O mundo 

pára, o dinheiro entra apertado, os filhos são abandonados, o marido que se vire. Estou 

acabando a tese. Essa frase significa que a pessoa vai sair do mundo. Não por alguns dias, 

mas anos. Tem gente que nunca mais volta. E, depois de terminada a tese, tem a revisão da 

tese, depois tem a defesa da tese. E, depois da defesa, tem a publicação. E, é claro, 

intelectual que se preze, logo em seguida embarca noutra tese. São os profissionais, em tese. 

O pior é quando convidam a gente para assistir à defesa. Meu Deus, que sono. Não em 

tese, na prática mesmo. Orientados e orientandos (que nomes atuais!) são unânimes em 

afirmar que toda tese tem de ser - tem de ser! - daquele jeito. É pra não entender, mesmo. 

Tem de ser formatada assim. Que na Sorbonne é assim, que em Coimbra também. Na 

 xii



Sorbonne, desde 1257. Em Coimbra, mais moderna, desde 1290. Em tese (e na prática) 

são 700 anos de muita tese e pouca prática.  

Acho que, nas teses, tinha de ter uma norma em que, além da tese, o elemento teria de 

fazer também uma tesão (tese grande). Ou seja, uma versão para nós, pobres teóricos 

ignorantes que não votamos no Apud Neto. Ou seja, o elemento (ou a elementa) passa a 

vida a estudar um assunto que nos interessa e nada. Pra quê? Pra virar mestre, doutor? E 

daí? Se ele estudou tanto aquilo, acho impossível que ele não queira que a gente saiba a que 

conclusões chegou. Mas jamais saberemos onde fica o bicho da goiaba quando não é tempo de 

goiaba. No bolso do Apud Neto? Tem gente que vai para os Estados Unidos, para a 

Europa, para terminar a tese. Vão lá nas fontes. Descobrem maravilhas. E a gente não 

fica sabendo de nada. Só aqueles sisudos da banca. E o cara dá logo um dez com louvor. 

Louvor para quem? Que exaltação, que encômio é isso?  

E tem mais: as bolsas para os que defendem as teses são uma pobreza. Tem viagens, 

compra de livros caros, horas na Internet da vida, separações, pensão para os filhos que a 

mulher levou embora. É, defender uma tese é mesmo um voto de pobreza, já diria São 

Francisco de Assis. Em tese. Tenho um casal de amigos que há uns dez anos prepara suas 

teses. Cada um, uma. Dia desses a filha, de 10 anos, no café da manhã, ameaçou:  

- - Não vou mais estudar! Não vou mais na escola.  

- Os dois pararam - momentaneamente - de pensar nas teses. 

- - O quê? Pirou?  

- - Quero estudar mais, não. Olha vocês dois. Não fazem mais nada na vida. É só a 

tese, a tese, a tese. Não pode comprar bicicleta por causa da tese. A gente não pode 

ir para a praia por causa da tese. Tudo é pra quando acabar a tese. Até trocar o 

pano do sofá. Se eu estudar vou acabar numa tese. Quero estudar mais, não. Não 

me deixam nem mexer mais no computador. Vocês acham mesmo que eu vou 

deletar a tese de vocês?  

- Pensando bem, até que não é uma má idéia!  
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RESUMO 
 

Camila Marques Adade 
 

AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO VENENO (TOTAL E FRAÇÕES) DA SERPENTE 
Crotalus viridis viridis SOBRE A MORFOLOGIA, PROLIFERAÇÃO E INFECTIVIDADE 

DO Trypanosoma cruzi 
 

Orientadora: Thaïs Souto-Padrón 
 

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para a 
obtenção do título de Doutor em Ciências Biológicas. 
 
Os venenos de animais são misturas complexas de diferentes moléculas com alto 
valor terapêutico. Esta tese mostra que o veneno bruto da cobra Crotalus viridis viridis 
(Cvv), inibe a proliferação de epimastigotas, lisa formas tripomastigotas, além de agir 
sobre o ciclo intracelular do T. cruzi, em concentrações não tóxicas às células 
hospedeiras. Este trabalho também buscou identificar as frações presentes no veneno 
de Cvv responsáveis por seus efeitos tripanocidas. O tratamento com o veneno bruto 
de Cvv resultou em uma redução no número de parasitos, onde os valores de DL50/ 
24h de inibição da proliferação dos epimastigotas e lise dos tripomastigotas foram de 
0,5 ± 0,18 e 0,3 ± 0,19 µg/ml, respectivamente. A morfologia dos parasitos tratados foi 
analisada por microscopia eletrônica de transmissão e varredura, revelando um 
inchaço nas mitocôndrias, formação de grandes projeções na membrana plasmática, 
completa alteração do corpo celular e aparente perda da organização das membranas 
das organelas. A citometria de fluxo, após 1 dia de tratamento com os respectivos 
DL50, mostrou uma marcação de 59% e 43% com iodeto de propídio e uma redução de 
76 a 88% na marcação com Rhodamina123, em epimastigotas e tripomastigotas, 
respectivamente. O efeito do veneno sobre células LLC-MK2 infectadas e tratadas, 
gerou uma significativa redução no número de amastigotas por célula infectada (76-
93%) e por 100 células (94- 97,4%) após 96 horas de incubação com 37,5 ng/ ml. O 
veneno bruto foi então aplicado em uma coluna analítica de fase reversa C8 e 
parcialmente purificado por meio de sequenciais separações através da cromatografia 
líquida de alta resolução. De acordo com os perfis cromatográficos, as frações eluídas 
foram liofilizadas, ressuspendidas em água, o conteúdo protéico mensurado pelo 
método de Bradford e a atividade avaliada sobre formas tripomastigotas. A pureza e a 
caracterização das frações oriundas das melhores separações foram avaliadas por 
SDS-PAGE e espectrometria de massas. Dentre as frações tripanocidas, isolamos e 
caracterizamos uma proteína pertencente à família das proteínas secretadas ricas em 
resíduos do aminoácido cisteína (CRiSP), até então não descrita no veneno de Cvv. 
Esta possui massa molecular de 24.893,64 Da e alta homologia à proteína catrina, 
com um DL50/ 24h de 0,93 µg/ ml sobre tripomastigotas. Nesta concentração, a 
proteína não apresentou toxicidade a músculos murinos isolados. Os resultados 
apresentados mostram que o veneno de Cvv possui algumas moléculas tripanocidas, 
onde uma proteína do tipo CRiSP pode ser uma potencial molécula para o 
desenvolvimento de um novo fármaco para o tratamento da doença de Chagas. 

 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Doença de Chagas, Quimioterapia, Crotalus viridis viridis, 
Microscopia eletrônica, Citometria de fluxo, RP-HPLC, Espectrometria de Massas, CRiSP.  
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ABSTRACT 
 

Camila Marques Adade 
 

EVALUATION OF Crotalus viridis viridis SNAKE VENOM (CRUDE AND FRACTIONS) 
OVER MORPHOLOGY, PROLIFERATION AND INFECTIVNESS OF Trypanosoma 

cruzi 
 

Orientadora: Thaïs Souto-Padrón 
 

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para a 
obtenção do título de Doutor em Ciências Biológicas. 
 
Animals’ venoms are complex mixtures of different molecules with high therapeutic 
value. This thesis shows that Crotalus viridis viridis (Cvv) crude venom inhibit the 
epimastigotes proliferation, lysis trypomastigotes forms, besides acting in the T. cruzi 
intracellular cycle, at concentrations non toxic to host cells. This study also tried to 
identify the Cvv venom fractions involved in the trypanocidal effects. The Cvv crude 
venom treatment resulted in a reduction in the parasites number, where the LD50 
values of the inhibition of epimastigotes proliferation and trypomastigotes lysis were 0.5 
± 0.18 and 0.3 ± 0.19 µg/ml, respectively. The treated parasites morphology was 
analyzed by transmission and scanning microscopy, presenting mitochondria swelling, 
blebbing and disruption of plasma membrane, cell body alterations with apparent loss 
of organelle organization. After one day treatment with their respective LD50, flow 
cytometry analysis showed a 59% and 43% of propidium iodide and a 76 to 88% 
reduction of rhodamine123 staining confirming the alterations in plasma and 
mitochondrial membranes, of epimastigotes and trypomastigotes, respectively. Pre-
infected LLC-MK2 cells incubated with Cvv venom presented a 76-93% reduction in the 
parasites number/ infected cell and a 94-97.4% reduction per 100 cells after 96 h of 
infection. The crude venom extract was loaded onto to a reverse phase analytical (C8) 
column and partly purified by different chromatograms using a high performance liquid 
chromatographer. The obtained peaks were pooled in fractions according to the 
chromatograms profiles, lyophilized, ressuspended in distillate water, their protein 
content measured by Bradford method, and biological activity determined over 
trypomastigotes forms. The purity and characterization of the fractions coming from the 
best segregation chromatographies was evaluated by SDS-PAGE and mass 
spectrometry. Among the trypanocidal fractions, we isolated and characterized a 
protein belonging to the cysteine-rich secretory protein (CRiSP) family, until then never 
described at the Cvv venom. This protein exhibited a molecular mass of 24,893.64 Da 
and the MS/MS-derived sequences are nearly identical to the protein Catrin and related 
snake venoms CRiSPs. Trypomastigotes treatment revealed a LD50/ 24h of 0.93 µg/ ml, 
and at this concentration no myotoxicity was observed in isolated murine 
gastrocnemius muscles. Our results showed that Cvv venom has some trypanocidal 
molecules among them a protein from the CRiSP family. This protein seems to be a 
promising component for an effective chemotherapy for the control of Chagas’ disease.
 
Key-Words: Trypanosoma cruzi, Chagas Disease, chemotherapy, Crotalus viridis 
viridis, Electron Microscopy, Flow Cytometry, HPLC and Mass Spectrometry.  
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I. INTRODUÇÃO 
 

1. Doença de Chagas 
A doença de Chagas é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi e foi 

descoberta por Carlos Chagas (1909), que caracterizou diversos aspectos da 

patogenia e sintomatologia da doença, incluindo o parasito, o seu vetor e o ciclo 

biológico (Fig. 1).  

A enfermidade é autóctone em 22 países do hemisfério ocidental e os últimos 

dados epidemiológicos estimam que cerca de 16 a 18 milhões de pessoas no mundo 

estão infectadas com este parasito, sendo 5 milhões apenas no Brasil (PINTO DIAS & 

COURA, 1997; WHO, 1991, 1998, 2002). Os únicos países de língua espanhola nas 

Américas que não apresentam humanos infectados pelo T. cruzi são Cuba e 

República Dominicana (WHO, 1991). Em países endêmicos, estima-se que a doença 

de Chagas tenha causado 45 mil mortes por ano na década de 80, 23 mil na década 

de 90 e 11 mil a partir de 2000 (revisto em SCHMUNIS, 2007). 

 

 

 
 
 
 
Figura 1. Prancha original do 

artigo de Carlos Chagas 

descrevendo o Trypanosoma 

cruzi. A legenda original da 

figura é: 

Preparados do Schizotrypanum 

cruzi. Fixação a humido pelo 

sublimado-alcool 

(SCHAUDINN). 

Coloração pela hematoxilina 

ferrea (ROSENBUSCH). 

Obtido do sítio: Biblioteca virtual 

Carlos Chagas: 

http://www.prossiga.br/chagas/ 

 
 
No homem o período de incubação, por infecção vetorial, varia de 7 a 10 dias 

quando se inicia a fase aguda da doença, geralmente oligossintomática, despercebida 

com freqüência, e reconhecida em apenas 1-2% dos casos, em regiões não 
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endêmicas. Esta fase é relacionada a uma alta parasitemia e à presença de infiltrados 

inflamatórios em diferentes tecidos (revisto em LOPES & CHAPADEIRO, 1997). Em 

crianças menores de dois anos, que não recebem tratamento, a letalidade nesta fase 

pode chegar a 10%. O local da entrada do parasito é geralmente marcado por uma 

lesão de pele, denominada chagoma de inoculação. No caso da contaminação pela 

conjuntiva ocular, a lesão caracteriza-se por conjuntivite e edema bipalpebral 

unilateral, impedindo a abertura do olho correspondente, denominada sinal de 

Romaña (DIAS, 1934) (Fig. 2). 

 

 

 
  

Figura 2: a: O "sinal de Romaña" indica a fase aguda da infecção chagásica; b: Maria Albina 

da Silva, primeiro caso agudo da doença de Chagas identificado na cidade mineira de

Bambuí. Localização do Documento: Fundação Oswaldo Cruz - Casa de Oswaldo Cruz –

DAD 

 
 Após a fase aguda, a maior parte dos indivíduos infectados evolui para a forma 

indeterminada (latente) da fase crônica, caracterizada por positividade dos exames 

sorológicos e/ou parasitológicos, ausência de sintomas e/ou sinais da doença, 

eletrocardiograma normal ou com alterações menores, coração, esôfago e cólon 

radiologicamente normais (MACÊDO, 1997; RIBEIRO & ROCHA, 1998). A maioria dos 

indivíduos com infecção crônica permanece na forma indeterminada por toda a vida, 

porém cerca de 36% evolui para a fase crônica sintomática, depois de até 30 anos da 

infecção (revisto em RASSI, 1982; ANDRADE, 1985; WHO, 1997). Calcula-se que 

pacientes que desenvolvem a sintomatologia crônica apresentam redução de cerca de 

nove anos na expectativa de vida. (PUNUKOLLU et al., 2007). 

 Estudos com crianças chagásicas com a forma indeterminada mostraram que o 

tratamento com as drogas disponíveis apresenta relativa ineficiência, uma vez que 

33,3% dos casos evoluíram para a fase crônica sintomática (SILVEIRA, CASTILLO & 

CASTRO, 2000). Dentre os pacientes na fase crônica sintomática, cerca de 27% 
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desenvolvem dano cardíaco progressivo, com insuficiência cardíaca, distúrbios 

cardíacos de ritmo e condução, aumento do coração, ocorrendo freqüentemente morte 

súbita. São relatados ainda casos de pacientes com comprometimento digestivo (6%), 

onde alterações da secreção, motilidade, absorção e, nos casos mais graves, 

megavísceras (cólon e esôfago) são os sintomas característicos (KÖBERLE, 1956; 

REZENDE, 1984). Aproximadamente 3% dos pacientes chagásicos crônicos 

apresentam lesões neurológicas periféricas (WHO, 1997). 

 A reativação da doença de Chagas pode levar ao aparecimento de formas 

graves associadas a manifestações cardíacas, nervosas e lesões cutâneas, e é 

gerada em situações de imunossupressão, como em transplantes (PIZZI et al., 1982; 

LEIGUARDA et al., 1990; LA FORGIA et al., 2003; ATCLAS et al., 1999, 2005; 

BARCÁN et al., 2005; SILVA et al., 2010), leucemias (MONTEVERDE et al., 1976; 

CORONA et al., 1988) e SIDA (Síndrome da Imunodeficiência Adquirida) (ODDÓ et 

al., 1992; ROSEMBERG et al., 1992; NISHIOKA et al., 1993; SARTORI et al., 1995, 

1998, 1999). Também há relatos de dois pacientes HIV (vírus da imunodeficiência 

humana) -positivos que reativaram a doença de Chagas na sua forma assintomática, 

caracterizada por xenodiagnóstico (GALHARDO et al., 1999) ou parasitemia 

(SARTORI et al., 2002). A reativação de doença de pacientes HIV-positivos também 

pode ser acompanhada de manifestações clínicas não usuais, incluindo no sistema 

nervoso central (DIAZGRANADOS et al., 2009). 

 
 
2. O protozoário Trypanosoma cruzi 
 
 2.1. Taxonomia e ciclo de vida 

  O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado parasito que apresenta um 

ciclo de vida heteroxênico, alternando-se entre um hospedeiro invertebrado (inseto 

triatomíneo hematófago) e um vertebrado (mamíferos, incluindo o homem). 

 Segundo a nomenclatura taxonômica tradicional (LEVINE et al., 1980), este 

protozoário pertence ao filo Sarcomastigophora, sub-filo Mastigophora, classe 

Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae. Entretanto, em 

uma classificação mais recente dos cinetoplastídeos utilizando seqüências gênicas de 

RNAr 18S amplificadas de DNA ambiental (CAVALIER-SMITH, 1998; MOREIRA, 

LÓPEZ-GARCÍA & VICKERMAN, 2004), foram propostas mudanças significativas na 

taxonomia destes protozoários. Foi sugerida a seguinte classificação: Império 

Eucariota, reino Protozoa, sub-Reino Neozoa, infra-Reino Discicristata, filo Euglenozoa, 
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classe Kinetoplastea, sub-classe Metakinetoplastina, ordem Trypanosomatida, família 

Trypanosomatidae. 

 O vetor do T. cruzi é um inseto hematófago pertencente à ordem Hemiptera, 

família Reduviidae, sub-família Triatominae, popularmente conhecido como barbeiro. 

Os triatomíneos pertencentes aos gêneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (Fig. 3) 

são os mais importantes do ponto de vista da transmissão da doença de Chagas, 

embora mais de 120 espécies estejam envolvidas na transmissão do T. cruzi (LENT & 

WYGODZINKY, 1979). 

 

 
 
Figura 3. Algumas espécies de triatomíneos vetores da doença de Chagas. Obtido do sítio da: 

Superintendência de Controles de Endemias (SUCEN). 

http://www.sucen.sp.gov.br/doencas/index.htm). a: Rhodnius neglectus; b: Triatoma infestans; 

c: Triatoma sordida; d: Panstrongylus megistus 

 
 Quando no lúmen do intestino do inseto vetor, o T. cruzi prolifera sob a forma 

epimastigota, não infectiva ao hospedeiro vertebrado (Fig. 4). Estas formas colonizam 

o tubo digestivo do inseto e ao atingirem a ampola retal (porção final do intestino) se 

diferenciam em formas infectivas denominadas tripomastigotas metacíclicos, formas 

não proliferativas que são eliminadas juntamente com as fezes e urina do inseto 

durante o repasto sanguíneo em um mamífero (BRACK, 1968; BRENER & 

ALVARENGA, 1976). Tripomastigotas metacíclicos, ao infectarem o hospedeiro 

vertebrado, podem também invadir macrófagos e células localizadas no sítio de 

inoculação. No interior da célula hospedeira, as formas tripomastigotas escapam do 

vacúolo parasitóforo e livres no citoplasma se diferenciam em formas amastigotas, que 

se multiplicam por divisão binária. Após passarem por alguns ciclos reprodutivos, as 

formas amastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas (DVORAK & HYDE, 
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1973), que rompem a membrana plasmática da célula hospedeira e sendo então 

liberados, podendo assim invadir células vizinhas ou infectar outros tecidos, caso 

sejam transportados pelas correntes sanguínea e linfática. A ingestão de sangue 

infectado por insetos vetores permitirá a diferenciação das formas tripomastigotas em 

epimastigotas no lúmen do tubo digestivo, completando assim o ciclo de vida do 

parasito (revisto em MORTARA et al., 2005; ANDRADE & ANDREWS, 2005). 
 

 
Figura 4. Ciclo da infecção pela Doença de Chagas. Figura de C. M. Adade. 
 
  

Foi descrito em glândulas de cheiro de gambás Didelphis marsupialis um ciclo 

normalmente encontrado no inseto vetor, paralelo ao intracelular dos vertebrados. 

Neste ciclo há formas epimastigotas multiplicativas extracelulares e formas 

tripomastigotas metacíclicas, sugerindo que o parasitismo desta glândula seja uma 

aquisição secundária do ciclo biológico do parasito, que poderia levar à independência 

do inseto vetor (DEANE, LENZI & JANSEN, 1984; JANSEN et al., 1997). 

 
 2.2. Morfologia 
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O T. cruzi apresenta três formas evolutivas: epimastigotas, tripomastigotas e 

amastigotas (Fig. 5), as quais são distintas morfologicamente, tanto pela forma do 

corpo, quanto pela localização do cinetoplasto, uma porção da mitocôndria onde se 

concentra DNA mitocondrial (conhecido como k-DNA) que se marca fortemente em 

preparações coradas para observação por microscopia de luz (revisto em DE SOUZA, 

1980, 1984, 2002).  

 

 
Figura 5. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. Modificado de DOCAMPO et al., 2005. N: 

núcleo; k: cinetoplasto 

N 
k 

N k
k N

Epimastigota Tripomastigota Amastigota

 
Nas formas tripomastigotas, o flagelo emerge da região posterior do corpo e se 

dirige para a região anterior, aderido à membrana plasmática. O flagelo é responsável 

pelo deslocamento do parasito e desta maneira, o movimento ondulatório do flagelo é 

transmitido à membrana plasmática do protozoário, formando-se assim uma estrutura 

semelhante à “membrana ondulante”. As formas amastigotas são arredondadas, sem 

flagelo aparente e com um cinetoplasto em forma de barra. Em formas epimastigotas o 

flagelo emerge lateralmente na porção anterior do corpo, com o cinetoplasto anterior 

ao núcleo e em forma de barra. 

O T. cruzi possui, assim como os outros tripanosomatídeos, além das organelas 

típicas de células eucarióticas, outras que lhe são características, tais como 

cinetoplasto, citóstoma, acidocalcisomos e reservosomos (revisto em DE SOUZA, 

1980, 1984, 2002).  

A membrana plasmática apresenta a estrutura tradicional constituída por uma 

bicamada lipídica, proteínas e carboidratos distribuídos na face externa, formando o 

glicocálice por toda a superfície celular (DE SOUZA, MARTINEZ-PALOMO & 

GONZALEZ-ROBBLES, 1978). Presentes na membrana há três macrodomínios: a 

porção de membrana que recobre o corpo celular, a que recobre o flagelo e a que 

recobre a bolsa flagelar. Estes macrodomínios podem ser distinguidos entre si pela 

 6



presença de microtúbulos sub-peliculares, apenas associados à membrana que 

recobre o corpo celular, e pelos microtúbulos do axonema, que estão associados 

apenas à membrana do flagelo (revisto em DE SOUZA, 2007). Os microtúbulos sub-

peliculares se localizam imediatamente abaixo da membrana (Fig. 6), distribuídos 

longitudinalmente, e estão conectados uns aos outros e à membrana plasmática por 

proteínas filamentosas, conferindo assim rigidez à célula (MEYER & DE SOUZA, 

1976; DE SOUZA, 1989; DE SOUZA & SOUTO-PADRÓN, 1984; revisto em DE 

SOUZA, 1999, 2002). 

 O núcleo, que é arredondado nas formas amastigotas e epimastigotas, e 

alongado nas formas tripomastigotas, apresenta nucléolo central e cromatina 

periférica. Durante o processo mitótico, a membrana nuclear permanece intacta e 

desaparecem a cromatina e o nucléolo (endomitose). Os cromossomos são de difícil 

visualização, uma vez que não se condensam em nenhuma das formas evolutivas do 

parasito (revisto em DE SOUZA, 2002). 

 Como comentado anteriormente, a movimentação do parasito é feita por meio de 

um flagelo, também de fundamental importância à adesão a diferentes substratos, 

como por exemplo, à parede do tubo digestivo do inseto. O flagelo tem origem em um 

corpúsculo basal localizado próximo ao cinetoplasto, apresentando um arranjo clássico 

de microtúbulos tipo “9+2”, além de uma estrutura paraxial formada por uma rede de 

filamentos. O flagelo exterioriza-se do corpo por intermédio de uma invaginação da 

membrana plasmática denominada bolsa flagelar (Fig. 6), através da qual o parasito 

secreta macromoléculas e internaliza nutrientes do meio externo. Um segmento 

significativo do flagelo é fortemente aderido ao corpo celular por uma região designada 

zona de adesão flagelar (FAZ), que apresenta um agrupamento de proteínas integrais 

distribuídas em intervalos relativamente regulares, e onde uma glicoproteína de 

membrana de 72 kDa (Gp72) é imunodominante (MARTINEZ-PALOMO, DE SOUZA & 

GONZALEZ-ROBLES, 1976; KOHL & GULL, 1998; RUIZ-MORENO et al., 1995; 

ROCHA et al., 2006). Em tripanosomatídeos, o flagelo pode funcionar tanto como uma 

hélice, impulsionando o parasito para a região anterior, como ao contrário como o que 

ocorre em outras células dotadas do mesmo, como os espermatozóides. 

A mitocôndria do T. cruzi é única e ramifica-se pelo corpo do protozoário 

(PAULIN, 1975) (Fig. 6), apresentando diversas enzimas comuns às presentes em 

outras células eucarióticas (MEIRELLES & DE SOUZA, 1980). Em sua região próxima 

ao corpúsculo basal, observa-se uma região com alta concentração de DNA 

extranuclear, o cinetoplasto (BORST & HOEIJMAKERS, 1979). O DNA desta organela 

(kDNA) pode representar de 20% a 30% do DNA total da célula, composto por 

milhares de mini-círculos e dezenas de maxi-círculos associados (SHAPIRO & 
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ENGLUND, 1995). RNAs ribossomais e algumas proteínas mitocondriais são 

codificadas pelas dúzias de cópias de maxi-círculos, enquanto que os milhares de 

cópias dos mini-círculos são responsáveis pela produção de pequenas moléculas de 

RNA, que irão editar as moléculas de RNA mensageiro dos transcritos mitocondriais 

(JUNQUEIRA, DEGRAVE & BRANDÃO, 2005; revisto em LIU et al., 2005).  

 

 
Figura 6. Esquema geral da morfologia da forma epimastigota de T. cruzi. Detalhe 

para os reservosomos, organelas ausentes nas demais formas morfológicas desse parasito. 

Modificado de DOCAMPO et al., 2005. 
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Perfis de retículo endoplasmático encontram-se distribuídos por todo o 

citoplasma da célula, inclusive na periferia. O complexo de Golgi, formado por poucas 

cisternas empilhadas, está localizado na porção anterior do corpo nas formas 

epimastigota e amastigota e na região posterior nas formas tripomastigotas, sempre 

próximo à bolsa flagelar (revisto em DE SOUZA, 2002).  

O T. cruzi também apresenta organelas acídicas (Fig. 6) como reservosomos, 

encontrados apenas em epimastigotas (SOARES & DE SOUZA, 1988; revisto em 
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SOARES, 1999; FIGUEIREDO et al., 2004; SANT’ANNA, DE SOUZA & CUNHA-E-

SILVA, 2004), acidocalcisomos, presentes em todas as formas do parasito (DVORAK 

et al., 1988; DOCAMPO et al., 1995; revisto em DOCAMPO et al., 2005), e organelas 

relacionadas a lisosomos (LROs), que além dos reservosomos de epimastigotas, são 

pequenas organelas presentes nas formas tripomastigotas e amastigotas e que 

apresentam características semelhantes aos lisosomos de células mamíferas 

(SANT’ANNA et al., 2008; revisto em DE SOUZA, SANT’ANNA & CUNHA-E-SILVA, 

2009). 

Os processos de endocitose ocorrem por ingestão de macromoléculas através 

da bolsa flagelar e do citóstoma. O citóstoma é uma invaginação da membrana 

plasmática próxima à bolsa, e está presente nas formas epimastigota e amastigota, e 

ausente em formas tripomastigotas (DE SOUZA, MARTINEZ-PALOMO & GONZALEZ-

ROBBLES, 1978; SOARES & DE SOUZA, 1988, 1991; revisto em DE SOUZA, 2002). 

Ele se continua com a formação da citofaringe, onde na sua porção final, há o 

brotamento de vesículas endocíticas pela qual ocorre a internalização de nutrientes, 

com subseqüente armazenamento e processamento nos reservosomos (SOARES & 

DE SOUZA, 1991; FIGUEIREDO et al., 2004; SANT’ANNA, DE SOUZA & CUNHA-E-

SILVA, 2004).  

Os reservosomos são estruturas esféricas delimitadas por uma unidade de 

membrana, com diâmetro de 0,4 a 0,6 µm. Estas organelas se localizam 

preferencialmente na porção posterior do parasito, apresentando uma matriz protéica 

e elétron-densa onde estão imersas inclusões lipídicas (SOARES & DE SOUZA, 

1988). Apresentam pH em torno de 6,0, e são considerados como compartimentos 

pré-lisosomais por acumularem proteínas e lipídios ingeridos e por serem ricos em 

cisteíno-proteinase, apesar de não apresentarem fosfatase ácida e de não se 

marcarem positivamente com anticorpos anti-proteínas de células de mamíferos 

associadas às membranas lisosomais, como LAMP1, LAMP2 e Igp120 (SOARES, 

SOUTO-PADRÓN & DE SOUZA, 1992). Os reservosomos contêm cruzipaína, 

principal cisteíno proteinase do T. cruzi (CAZZULO, STOKA & TURK, 1997; revisto em 

SOARES, 1999), e aparentam desempenhar um papel crucial no processo de 

diferenciação celular do parasito (metaciclogênese), uma vez que seu conteúdo é 

consumido ao longo deste processo, resultando no desaparecimento da organela em 

formas tripomastigotas. O consumo de seu conteúdo também ocorre quando o 

parasito é submetido a um estresse nutricional (SOARES et al., 1989; FIGUEIREDO, 

STEINDEL & SOARES, 1994; revisto em SOARES, 1999). Experimentos de 

metaciclogênese reversa mostraram que a biogênese dos reservosomos se inicia 

durante a diferenciação de formas tripomastigotas/amastigotas em epimastigotas, com 

 9



a formação de vesículas elétron-densas a partir do complexo de Golgi contendo 

cisteíno-proteinases e outras hidrolases (FIGUEIREDO et al., 2004). Estas vesículas 

se movem da região do complexo de Golgi para a região posterior das formas 

epimastigotas diferenciadas (FIGUEIREDO et al., 2004; SANT’ANNA, DE SOUZA & 

CUNHA-E-SILVA, 2004). 

Acidocalcisomos são pequenas organelas esféricas, delimitadas por uma 

unidade de membrana e geralmente distribuídas por todo o corpo do parasito. Estas 

organelas apresentam alta elétron-densidade, contêm grande parte do estoque de 

Ca2+ em tripanosomatídeos e outros protozoários patogênicos, incluindo Trypanosoma 

brucei, Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania) amazonensis, 

Plasmodium berghei e Toxoplasma gondii (DOCAMPO et al., 1995; SCOTT, MORENO 

& DOCAMPO, 1995; SCOTT et al., 1998; MIRANDA et al., 2000; MARCHESINI et al., 

2000; MCINTOSH & VAIDYA, 2002; revisto em DOCAMPO et al., 2005). Microanálise 

de raios-X permitiu demonstrar que o lúmen do acidocalcisomo contém grandes 

quantidades de fósforo, magnésio, potássio, sódio, zinco e ferro (SCOTT et al., 1997; 

CORRÊA, ANDRADE, & SOARES, 2002). O fósforo está presente sob a forma de 

polifosfatos de cadeia curta (P2O7
4-) e pirofosfato inorgânico (PPi), sendo este mais 

abundante que o ATP (URBINA, 1999). O pH ácido é mantido pela ação de H+-

ATPases e por H+-PPases do tipo vacuolar. Uma Ca2+-H+-ATPase translocadora é 

responsável pela incorporação e saída de Ca2+ (revisto em DOCAMPO et al., 2005). 

Glicosomos são organelas típicas de tripanosomatídeos e são semelhantes aos 

peroxisomos das demais células eucarióticas. Podem ter formato arredondado ou 

alongado, matriz densa e homogênea, e estão presentes em todas as formas 

evolutivas do T. cruzi. Foram encontradas moléculas envolvidas no metabolismo do 

peróxido (como a catalase) em tripanosomatídeos monoxênicos (WERTLIEB & 

GUTTMAN, 1963; GUTTERIDGE et al., 1982), mas esta enzima ainda não foi 

detectada nos glicosomos do T. cruzi. Nestas organelas foram encontradas enzimas 

que participam da oxidação de aminoácidos e lipídeos, e parte da via metabólica da 

glicólise (revisto em DE SOUZA, 2002; HANNAERT et al., 2003; PARSONS, 2004). 

WILKINSON e cols. (2005) demonstraram que estas organelas também têm papel 

fundamental na síntese de vitamina C em T. cruzi e T. brucei, por meio da enzima 

arabinonolactona oxidase (ALO), que produz eritroascorbato a partir da D-arabinono-γ-

lactona. 

 

2.3. Transmissão e controle 
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A doença de Chagas pode ser transmitida por diversas vias (revisto em MOYA & 

MORETTI, 1997; MONCAYO & SILVEIRA, 2009), sendo a vetorial (80-90%), a 

transfusional (8-18%) e a congênita (2-3%), as principais. Outras formas de 

transmissão incluem aquelas causadas por acidentes em laboratório (revisto em 

PINTO DIAS, 1990; KINOSHITA-YANAGA et al., 2009), por transplantes de órgãos 

(revisto em BARSOUM, 2004) e por via oral (revisto em CAMANDAROBA, PINHEIRO 

LIMA & ANDRADE, 2002; DIAS, 2006b), sendo que esta última pode estar relacionada 

à ingestão de alimentos crus ou mal cozidos contaminados com urina e/ou fezes de 

gambás (Didelphis marsupialis) e/ou de vetores infectados (SHIKANAI-YASUDA et al., 

1991; GUS , MOLON & BUENO, 1993). 

A transmissão por via oral pode ter tido um antecedente experimental desde o 

início dos estudos sobre a doença quando a pedido de Carlos Chagas, Oswaldo Cruz 

colocou triatomíneos infectados e sagüis juntos em uma jaula tornando os macacos 

infectados (CHAGAS, 1909). Neste relato, foi mencionado que não teria ocorrido 

inoculação, ausência de sinais de porta de entrada e a sugestão de que os saguis 

haviam ingerido os insetos. A partir deste, diversos experimentos comprovaram a 

possibilidade da transmissão oral por ingestão de carne com ninhos de amastigotas, 

sucos e alimentos crus contaminados com as formas tripomastigotas e também pela 

ingestão de insetos triatomíneos e/ ou outros insetos, como moscas, infectados 

(MAZZA et al., 1936; DIAZ-UNGRÍA, 1969, DIAZ-UNGRÍA & BRACHO, 1970; DIAZ-

UNGRÍA & ZEUSS, 1971; ROELLING, revisto em DIAS, 2006b; ELLIS & YABSLEY, 

2009;). 

Até o ano de 2001, 148 casos de infecção oral foram relatados em toda a 

Amazônia brasileira (principalmente Pará, Amazonas, Acre, Amapá, Maranhão e 

Rondônia), sendo 121 considerados agudos com 5 óbitos registrados. Em 1965 

(Teutônia, RS) e 1986 (Catolé do Rocha, PB) foram registrados 17 e 26 casos, 

respectivamente, de contaminação oral por T. cruzi. No Rio Grande do Sul ocorreu por 

ingestão de alimentos, e na Paraíba por ingestão de caldo-de-cana (revisto em 

LEWINSOHN, 2005a, 2005b, 2005c). Em 2005, duas micro-epidemias ocorreram no 

Brasil, sendo uma no Amapá e a outra, de grande divulgação na imprensa nacional, 

em Santa Catarina. No Amapá, o Serviço de Epidemiologia da Secretaria Estadual de 

Saúde relatou a infecção de 26 moradores da região de Igarapé da Fortaleza pela 

ingestão de suco de açaí contaminado. Em Santa Catarina, a Vigilância 

Epidemiológica confirmou 31 casos do surto e 136 suspeitos, além de 6 óbitos em 

indivíduos que adquiriram a doença de Chagas pela ingestão de caldo de cana, 

próximo à cidade de Navegantes (revisto em LEWINSOHN, 2005a, 2005b, 2005c; 

STEINDEL et al., 2008). A gravidade do episódio de Santa Catarina foi relacionada à 
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alta carga parasitária nos indivíduos infectados, muito superior àquela observada 

durante uma transmissão vetorial. Os casos de infecção por ingestão de suco do açaí 

e caldo de cana podem ter ocorrido devido à contaminação dos sucos por fezes ou 

urina do barbeiro, ou pela moagem de insetos infectados juntamente com a cana e as 

frutas processadas (revisto em LEWINSOHN, 2005a, 2005b, 2005c; STEINDEL et al., 

2008). 

Durante os meses de Janeiro a Novembro de 2006, um total de 178 casos da 

forma aguda da doença de Chagas foi relatado somente no estado do Pará. Dos 

indivíduos da cidade de Barcarena, a maior parte dos pacientes se tornou infectada 

pela ingestão de açaí não pasteurizado. Outros relatos da origem da infecção por 

estes indivíduos foram o charque, frutas como o cupuaçu, biriba e muruci, ou por 

outros alimentos crus (NÓBREGA et al., 2009). Um aspecto comum a estes episódios 

é que todos ocorreram em períodos quentes do ano, em que é maior a atividade 

biológica do triatomíneo; por exemplo, na Amazônia, cerca de 70% das 59 micro-

epidemias registradas até 2005 ocorreram de agosto a dezembro (revisto em DIAS, 

2006a). 

A doença de Chagas disseminou-se entre as populações rurais latino-

americanas acompanhando os movimentos migratórios do homem, que nos últimos 

três séculos invadiu os locais naturais em que vivem os barbeiros. Nas últimas 

décadas essa doença vem se tornando mais urbana, em decorrência da crescente 

migração das pessoas do campo para as cidades, e pelo aumento do número de 

transfusões de sangue. Os triatomíneos, que eram essencialmente silvestres, tiveram 

seus hábitos alimentares modificados e passaram a ocupar o peridomicílio, chegando 

freqüentemente até o interior do domicílio (revisto em PINTO DIAS, SILVEIRA & 

SCHOFIELD, 2002). 

Durante a década de 40, com o advento dos inseticidas sintéticos em associação 

à melhoria das habitações (substituição da construção em pau-a-pique popularmente 

conhecida como “cafúa”) (Fig. 7), o controle vetorial da doença de Chagas foi 

introduzido no Brasil, seguido por outros países da América do Sul como Argentina, 

Venezuela e Chile. Em 1991, um acordo assinado pelos países do Cone Sul buscou 

eliminar de forma integrada, o principal vetor da doença, o T. infestans, e reduzir o 

risco de contaminação pelo T. cruzi em transfusões sanguíneas. As metodologias e 

objetivos desta iniciativa foram coordenados pela Organização Pan-Americana de 

Saúde e pela Organização Mundial da Saúde (SCHOFIELD & PINTO DIAS, 1999; 

WHO, 2002; revisto em PINTO DIAS, SILVEIRA & SCHOFIELD, 2002; VINHAES & 

SCHOFIELD, 2003; MONCAYO, 2003; revisto em SCHMUNIS & CRUZ, 2005). 
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Em razão do controle eficaz da doença de Chagas, o número de novas infecções 

foi fortemente reduzido (SCHOFIELD & PINTO DIAS, 1999; WHO, 2002) em todos os 

países do Cone Sul integrados no acordo. Entre os anos de 1975 e 1995 o Brasil 

gastou cerca de 500 milhões de dólares na prevenção e no controle das atividades 

para contenção da doença de Chagas. A análise de custo-benefício demonstrou que, 

para cada dólar gasto no controle do vetor, US$ 2,0 foram salvos, enquanto que para 

os bancos de sangue, apenas U$ 0,19 retornava. Ou seja, a eliminação da infecção 

vetorial deve ser sempre prioritária, pois a prevenção ainda é claramente menos 

dispendiosa (revisto em SCHMUNIS & CRUZ, 2005). O controle efetivo é tido como 

um objetivo alcançável, dependendo do comprometimento das políticas de Saúde 

Pública em manter e ampliar os programas de vigilâncias epidemiológicas existentes 

(PINTO DIAS, SILVEIRA & SCHOFIELD, 2002).  

Em mais de 50% dos indivíduos não tratados ou nos quais o tratamento não foi 

eficiente, o T. cruzi pode ser detectado no sangue anos após a infecção ter sido 

iniciada. Consequentemente, o parasito pode ser transmitido por transfusão sanguínea 

a um indivíduo não infectado (WHO 1991, 2002). No entanto, nem todos os indivíduos 

manifestam a doença após receberem sangue contaminado: cerca de 12-20% dos 

indivíduos infectados na Argentina, Brasil e Chile, e mais de 48% na Bolívia (WHO 

1991, 2002). 

No Brasil, o número de pessoas infectadas por via transfusional aumentou 

consideravelmente na primeira metade do século XX, devido à migração da população 

rural para a região urbana (PINTO DIAS, 1992). Embora o Brasil tenha iniciado na 

década de 60 a implementação de mecanismos e estratégias para o controle da 

transmissão transfusional, na década seguinte menos da metade dos serviços de 

hemoterapia realizava triagem dos doadores visando identificar indivíduos 

possivelmente infectados pela doença de Chagas.  
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Figura 7. Habitantes de moradia típica das regiões rurais, conhecida como "cafúa". Localização 

do Documento: Fundação Oswaldo Cruz - Casa de Oswaldo Cruz – Biblioteca. Obtida do sítio: 

Biblioteca virtual Carlos Chagas- http://www.prossiga.br/chagas/ 

 
 Desde os anos 60, a Organização Mundial de Saúde recomenda o uso do 

corante violeta de genciana em serviços hemoterápicos em áreas endêmicas de 

doença de Chagas (WHO, 1984). Devido à variação na composição deste corante 

entre os vários fabricantes, ele foi substituído por cristal violeta, seu principal 

componente, na concentração de 125 mg/500 ml sangue. Seu mecanismo de ação 

envolve a formação de radicais livres, onde o principal alvo seria a mitocôndria 

(GADELHA et al., 1989; revisto em DOCAMPO, 1990). O cristal violeta não apresenta 

efeitos colaterais importantes, porém existem restrições ao seu uso devido a relatos 

sobre alterações em eritrócitos, carcinogenicidade potencial, e a não-aceitação por 

pacientes devido à sua cor (THOMAS & MCPHEE, 1984).  

A partir da emergência da SIDA, iniciou-se nos anos 80 um movimento visando à 

melhoria da qualidade do sangue, com triagem dos doadores por meio de exames 

sorológicos para detecção da doença de Chagas e quimioprofilaxia em sangue 

suspeito usando drogas tripanocidas (revisto em PINTO DIAS, SILVEIRA & 

SCHOFIELD, 2002). Atualmente, como a maioria dos países endêmicos da América 

Latina realiza triagem em doadores de sangue, a prevalência da infecção por T. cruzi 

entre os doadores caiu rapidamente na maioria dessas regiões (MORAES-SOUZA, 

1999; SCHMUNIS et al., 2001; MONCAYO, 2003; revisto em SCHMUNIS & CRUZ, 

2005). Em levantamento realizado no Hemocentro de São Paulo (SP) entre 1996 e 

2001, foi observado que a prevalência de soros positivos para esta doença diminuiu, 

atingindo a taxa anual de 1,86 em 10.000 indivíduos (SABINO et al., 2003). No 

entanto, a infecção pelo T. cruzi em países não endêmicos tem se tornado um 

problema de saúde pública que vem aumentando nas últimas décadas (revisto em 
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SCHMUNIS, 2007; SCHMUNIS & YADON, 2009) (Fig. 8). Em países onde a sorologia 

para o protozoário não é realizada na seleção de doadores, o risco de recebimento de 

sangue e transplante de órgãos infectados aumenta em proporção direta à prevalência 

da infecção dentro da população de doadores e o número de transfusões recebidas, 

onde os indivíduos que têm que receber múltiplas transfusões são os mais expostos.  

Dificuldades econômicas e/ ou problemas políticos fazem a emigração de 

pessoas de países endêmicos para países desenvolvidos, transformando a doença de 

Chagas em um problema global. O risco maior ocorre em países que recebem os 

maiores números de imigrantes: EUA e Espanha (revisto em SCHMUNIS, 2007, 

SCHMUNIS & YADON, 2009).  

Nos EUA, na década de 80, era estimado que 100 mil- 370 mil pessoas tinham 

infecção crônica pelo T. cruzi, e destes, 75 mil apresentavam miocardiopatia crônica 

(SKOLNICK, 1989; MILEI et al., 1992). Os números atuais devem ser bem maiores, 

tendo em vista que o censo do ano 2000 mostrou que 35 milhões de hispânicos vivem 

naquele país, e que são cerca de 45 milhões em 2004 (revisto em SCHMUNIS, 2007). 

Um número significativo era de imigrantes onde a infecção pelo T. cruzi é endêmica.  

Além disso, milhares de emigrantes de países endêmicos para a doença de 

Chagas também vivem no Canadá, países da Europa, Austrália e Japão (revisto em 

SCHMUNIS, 2007). Nesse último país, há principalmente brasileiros de ancestralidade 

japonesa, que devido às condições em que viviam no Brasil, se tornaram infectados 

pelo protozoário. No ano de 2006, estima-se que 3,0% (3088 indivíduos) e 3,5% (5553 

indivíduos) dos imigrantes que foram para Austrália e Canadá, respectivamente, 

estavam infectados pelo T. cruzi, sendo que destes 618 e 1111 indivíduos (dos dois 

países respectivamente) necessitariam de acompanhamento médico (SCHMUNIS & 

YADON, 2009). Em países europeus (excluindo a Espanha), estima-se que 2,9% 

(14010 indivíduos) dos imigrantes em 2005 estavam infectados pelo protozoário, e 

destes, 2803 necessitariam de atenção médica. 
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Figura 8. Fluxo de imigrantes provenientes de países endêmicos para o T. cruzi. Número estimado 

em indivíduos infectados e que potencialmente que devem ter ou desenvolver a doença de Chagas 

nos países de destino. Adaptado de SCHMUNIS & YADON, 2009 

 

Na Espanha, país europeu que recebe a maioria dos emigrantes, a infecção pelo 

T. cruzi é um problema potencial. De acordo com o Diretorado Geral Político do 

Ministério do Interior espanhol, havia 297.171 imigrantes legais em 2002 dos 16 

países latino-americanos endêmicos para a doença de Chagas. Considerando a 

prevalência da infecção dentro destes imigrantes similar à prevalência nos bancos de 

sangue de seus países de origem em 1997-1999 (assumindo que os emigrantes do 

México para a Espanha tinham melhores condições econômicas do que os que 

emigraram para o Canadá ou EUA), pode ser estimado que, naqueles anos, 2518 

indivíduos eram potencialmente infectados (revisto em SCHMUNIS & CRUZ, 2005; 

SCHMUNIS, 2007). No ano de 2008, o número de imigrantes na Espanha oriundos de 

países da América Latina já era de 1.808.771, sendo que 1.678.711 eram de 17 

países endêmicos para a doença de Chagas. Estima-se que 5,2% deste total (ou 

86.948 indivíduos) estariam infectados e 16.909 pessoas necessitariam de atenção 

médica (SCHMUNIS & YADON, 2009). No entanto, a imigração ilegal na Espanha é 

ainda maior do que a legalizada: por exemplo, em 2002, dos 550 mil turistas dos 17 

países latino-americanos que entraram na Espanha, apenas 86 mil a deixaram. O 
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caso extremo é o Equador, de onde 101.432 turistas entraram na Espanha, mas 

apenas 874 saíram (SCHMUNIS, 2007). 

Além destes mecanismos, a infecção congênita também é um problema real 

nestes países. Na Itália, até 2008, foi detectada sorologia positiva para o T. cruzi em 

1% das 99 mulheres grávidas latino-americanas; na cidade de Madri, este percentual 

foi de 18% das 230 mulheres grávidas provenientes da Bolívia, sendo que foi 

confirmado um caso de transmissão vertical (revisto em SCHMUNIS & YADON, 2009). 

Nos EUA, estimativas são de que nasçam 189 bebês por ano infectados (MILEI et al., 

2009). A doença de Chagas congênita foi também diagnosticada em países como a 

Suécia e a Suíça. 

Nos EUA, há relatos de casos de transmissão autóctone, sendo confirmados 6 

casos desse evento. Diversos estudos têm demonstrado a presença do protozoário 

em diferentes hospedeiros animais em diversos estados daquele país. Guaxinins, 

crocodilos, gambás e cachorros são os que têm apresentado altos índices de 

contaminação (MILEI et al., 2009). Estatísticas apontam que 50-59% dos guaxinins 

estejam infectados na Geórgia, 63% em Oklahoma e até 67% destes no Tennessee, 

entre outros. No estado da Louisiana, o parasito foi encontrado em até 28,8% dos 

crocodilos, 35,7% dos gambás e 4,7% dos cães oriundos de zonas rurais. A pesar dos 

altos índices da presença do T. cruzi em diferentes estados, credita-se a ainda baixa 

transmissão do mesmo para humanos ao fato de que o inseto vetor está presente em 

casas frequentemente encontradas em áreas subdesenvolvidas, pouco presentes nos 

EUA (MILEI et al., 2009). No entanto, mudanças nos ecossistemas parecem favorecer 

a transmissão da doença. Na península de Yucatán (México), foi relatado um aumento 

no número de triatomíneos 6 meses após a passagem do furacão Isidora, e 9 meses 

após a passagem do furacão Katrina por Nova Orleans, foi relatada a infecção 

autóctone de uma mulher de 74 anos de idade pelo T. cruzi, que fora picada 

repetidamente por diferentes espécies de triatomíneos encontrados em sua casa, 

onde 56% destes estavam infectados pelo parasito (MILEI et al., 2009). 

 

  2.4. Tratamento 

Doenças parasitárias afetam, no mundo, centenas de milhares de pessoas e 

resultam em mortalidades significativas, com conseqüências devastadoras para as 

economias e sociedades. Contudo, a maior parte das drogas disponíveis para o 

tratamento destas doenças são muito antigas (décadas passadas) e têm, 

frequentemente, eficácia limitada, efeitos colaterais severos, baixo acompanhamento 

dos pacientes e progressiva resistência a estes fármacos. Poucas, ou nenhuma, das 
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atuais drogas disponíveis para doenças parasitárias passaria pelos atuais fases de 

descobrimento, desenvolvimento e ensaios pré-clínicos e clínicos (RENSLO & 

MCKERROW, 2006).  

Esta realidade se deve à economia, pois apesar de serem doenças globalmente 

massivas em seus impactos, afetam principalmente pessoas pobres em regiões 

pobres do mundo, e como tal, não são vistas como mercados-alvo para a indústria 

farmacêutica. Além disso, os fundos destinados à pesquisa básica destes organismos 

e suas patogêneses são inadequados se comparados aos fundos destinados a 

doenças de muito menor prevalência, mas com maiores impactos em países 

desenvolvidos da Europa e América do Norte (RENSLO & MCKERROW, 2006; 

WILKINSON & KELLY, 2009). Nos últimos 25 anos, foram desenvolvidas cerca de 

1400 novas drogas, sendo que destas, somente cerca de 1% foi dirigida a doenças 

tropicais (TROUILLER et al., 2002).  

Dentro deste contexto, o tratamento clínico para a doença de Chagas (revisto em 

STEVERDING & TYLER, 2005) vem sendo feito com as mesmas duas drogas que 

foram descobertas empiricamente três décadas atrás: (a) Nifurtimox (Lampit®, Bayer; 

3-metil-4-(5'-nitrofurfurilidenoamino) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dióxido), que teve 

sua produção descontinuada em 1997 devido à baixa demanda; e (b) Benznidazol 

(Rochagan®, Roche; N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida) (Fig. 9). El Salvador 

retomou a produção do nifurtimox no ano 2000 para o uso no tratamento clínico da 

doença do sono, causada pelo protozoário T. brucei (JANNIN & VILLA, 2007). A 

empresa Roche também interrompeu a produção do benznidazol no Brasil no ano de 

2005, e cedeu a patente ao governo brasileiro, que por intermédio do Laboratório 

Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) passou a fabricar, comercializar e 

exportar o fármaco. 
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Figura 9. Fórmulas dos dois nitroderivados utilizados no tratamento da doença de Chagas. a: 

Nifurtimox; b: Benznidazol 

 
Os resultados obtidos com o uso de Nifurtimox e Benznidazol variam com a fase 

da doença de Chagas em que são usados, o período de tratamento e a dose, idade e 
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origem geográfica dos pacientes, provavelmente devido à diferença de 

susceptibilidade das diferentes cepas de T. cruzi (revisto em COURA & DE CASTRO, 

2002). Em geral, os resultados são considerados bons no tratamento de casos agudos 

e recentes da infecção (ANDRADE et al., 1996; SOSA ESTANI et al., 1998; 

CANÇADO, 1997, 1999), principalmente em crianças (até 15 anos de idade), 

estimando-se um percentual médio de cura parasitológica em torno de 80% (DIAS, 

2006a). O Benznidazol tem sido relativamente eficaz em casos de reativação da 

doença de Chagas, tanto após transplante de órgãos e medula óssea (negativação da 

parasitemia) (ATCLAS et al., 1999, 2005; DIEZ et al., 2007; GALLERANO et al., 2007; 

SOUZA et al.,  2008), como em pacientes com SIDA (melhoria das condições clínicas 

e redução da parasitemia) (NISHIOKA et al., 1993; SARTORI et al., 1998, 2002; 

MADALOSSO et al., 2004; BURGOS et al., 2005; CORDOVA et al., 2008). 

A maior limitação destas drogas é a baixa atividade na fase crônica da doença, 

pois a eficiência terapêutica é de difícil monitoramento (VIOTTI et al., 1994; 

CANÇADO, 1997). Além disso, os efeitos colaterais apresentados são sérios, o que 

faz, em alguns casos, o tratamento ser temporariamente suspenso ou até mesmo 

abandonado. O tratamento com Nifurtimox gera efeitos como anorexia, 

emagrecimento, alterações químicas, excitabilidade, sonolência e manifestações 

digestivas. E no caso do Benznidazol, além dos citados, incluem dermatites com 

erupção cutânea, edema generalizado, febre, enfartamento ganglionar, dores 

articulares e musculares, depressão da medula óssea e polineuropatia periférica. A 

prescrição do tratamento na fase crônica é controversa, devido às dificuldades em 

monitorar sua eficiência terapêutica (COURA, 1996).  

Alguns estudos farmacocinéticos têm sido realizados visando uma diminuição da 

toxicidade, além de uma melhor absorção e biodisponibilidade das drogas usadas no 

tratamento da doença de Chagas, principalmente o Benznidazol, com conseqüente 

redução das doses prescritas e consequentemente, dos efeitos colaterais (LAMAS et 

al., 2006). Portanto, além dos fatores mencionados acima, estas duas drogas não são 

ideais também por requererem longos períodos de administração (30-60 dias) sob 

supervisão médica especializada, ausência de formulações pediátricas específicas e 

representarem um tratamento de alto custo (o tratamento com Nifurtimox custa em 

torno de 48 dólares, valor equivalente ao salário mensal de um mineiro bolivariano) 

(revisto em COURA & DE CASTRO, 2002). Assim, a busca por novos agentes 

quimioterápicos eficazes, mais específicos e menos dispendiosos é um campo de 

interesse na área de pesquisa em doença de Chagas.  

A atividade antiparasitária do Nifurtimox envolve a redução metabólica do grupo 

nitro por nitroredutases, gerando radicais nitroaniônicos instáveis, altamente reativos 
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com oxigênio, produzindo o íon superóxido e peróxido de hidrogênio, que são 

altamente tóxicos (revisto em DOCAMPO & MORENO, 1986; DOCAMPO, 1990). O T. 

cruzi é deficiente em mecanismos de detoxificação para metabólitos de oxigênio, e 

deste modo é mais sensível a esses produtos que a célula hospedeira (BOVERIS et 

al., 1980; MORELLO, 1988; revisto em DOCAMPO, 1990).  

O Benznidazol parece agir sobre o T. cruzi por um mecanismo diferente, pois em 

concentrações nas quais o nitroderivado apresenta atividade tripanocida não ocorre 

geração de íon superóxido e de H2O2 (MORENO et al., 1982; revisto em DOCAMPO, 

1990). A ação deste composto sobre o parasito parece envolver modificação covalente 

de macromoléculas, ou outras interações dos produtos intermediários de nitro-redução 

com componentes celulares (POLAK & RICHLE, 1978; GOIJMAN, FRASCH & 

STOPPANI, 1985; DIAZ DE TORANZO et al., 1988; revisto em DOCAMPO, 1990), ou 

uma ação inibitória direta sobre a atividade da DNA topoisomerase do parasito (RIOU 

et al., 1984).  

Embora a quimioterapia da doença de Chagas pertença a uma área de pesquisa 

acadêmica muito intensa (revisto em DE CASTRO, 1993; COURA & DE CASTRO, 

2002; URBINA & DOCAMPO, 2003; DARDONVILLE, 2005; STEVERDING & TYLER, 

2005; CROFT, FRASCH & STOPPANI, 2005), as indústrias farmacêuticas têm pouco 

interesse no desenvolvimento de quimioterápicos contra esta doença, por serem esses 

programas muito caros, especulativos e longos, não sendo assim justificáveis em uma 

base puramente comercial (GUTTERIDGE, 1987; WILKINSON & KELLY, 2009).  

Entre as pesquisas direcionadas à quimioterapia da doença de Chagas, alguns 

compostos têm sido selecionados como os mais promissores. Podem ser citados: (a) 

inibidores específicos da biossíntese de ergosterol (revisto em URBINA et al., 2003; 

RODRIGUES & DE SOUZA, 2008; DE SOUZA & RODRIGUES, 2009), funcionando no 

nível da C14-α esterol demetilase (como o cetoconazol, albaconazol, o TAK-187 e o 

posoconazol) (LAZARDI, URBINA & DE SOUZA, 1990; CONTRERAS, VIVAS & 

URBINA, 1997; LIENDO, LAZARDI, & URBINA, 1998; URBINA et al., 1995, 2004; 

GUEDES et al., 2004; CORRALES et al., 2005; FERRAZ et al., 2007) e da esqualeno 

sintase (como os compostos E5700 e ER-119884) (BRAGA, URBINA & DE SOUZA, 

2004), da oxidoesqualeno ciclase ou da 24-C-metiltransferase (CONTRERAS, VIVAS 

& URBINA, 1997; URBINA et al., 1995 ,1996; BRAGA et al., 2005); (b) inibidores da 

farnesil pirofosfato sintase, como os N-alquil-bifosfonatos, que se acumulam 

seletivamente nos acidocalcisomos dos parasitos (MARTIN et al.,  2001; DOCAMPO & 

MORENO, 2001; GARZONI et al., 2004); (c) inibidores da cruzipaína, uma protease 

essencial e específica do parasito, como por exemplo os derivados da vinil N-sulfonil 

hidroxilamina (CAZZULO, 2002); (d) inibidores do metabolismo e síntese da 
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tripanotiona (SCHMIDT & KRAUTH-SIEGEL, 2002; revisto em RIVAROLA & PAGLINI-

OLIVA, 2002; MENEZES et al., 2006;); (e) inibidores da hipoxantina guanina 

fosforibosil transferase (AVILA, AVIAL & MONZÓN, 1984; GONZÁLEZ-MARTÍN et al., 

2000; GOBBI et al., 2007) (revisto em COURA & DE CASTRO, 2002; CROFT, 

FRASCH & STOPPANI, 2005; STEVERDING & TYLER, 2005; SOEIRO & DE 

CASTRO, 2009; URBINA, 2009).  

Análogos de lisofosfolipídeos como a ilmofosina, miltefosina e edelfosina, 

também demonstraram agir sobre o T. cruzi (SANTA-RITA et al., 2000) pela inibição 

específica da fosfatidilcolina do parasito através da via de Greenberg (LIRA et al., 

2001). A miltefosina também foi capaz de reduzir a parasitemia no modelo 

experimental da fase aguda da doença de Chagas em camundongos (SARAIVA et al., 

2003), e a edelfosina quando combinada com cetoconazol apresentou efeito 

potencializado sobre o parasito (SANTA-RITA et al., 2005; SANTA-RITA, BARBOSA & 

DE CASTRO, 2006). Além desses, diamidinas aromáticas, tais como a pentamidina, já 

usadas na terapia e profilaxia das tripanosomíases africanas e leishmaniose visceral 

resistente ao tratamento com antimoniais (revisto em WERBOVETZ, 2006; MATHIS et 

al., 2006), pela inibição de diferentes classes de enzimas tais como proteases, 

topoisomerases e polimerases, e também usadas na forma de análogos ou como 

novos compostos classificados como amidinas reversas, têm apresentado efeitos 

promissores em ensaios in vitro e in vivo (DE SOUZA et al., 2004, 2006; SOEIRO et 

al., 2006; SILVA et al., 2007a, 2007b, 2008; DALIRY et al., 2009; BATISTA et al., 

2009). 

Apesar da extensa lista de classes de compostos testadas in vitro e in vivo contra 

o T. cruzi, após a introdução do Nifurtimox e do Benznidazol apenas alopurinol 

(TOMIMORI-YAMASHITA et al., 1997; APT et al., 1998), cetoconazol (BRENER et al., 

1993), itraconazol e fluconazol (SOLARI et al., 1993; APT et al., 2003) foram 

submetidos a ensaios clínicos, porém com resultados pouco animadores (DE 

CASTRO, 1993; COURA & DE CASTRO, 2002). No entanto, recentemente foi relatado 

um tratamento de sucesso com o posoconazol em associação a um prévio tratamento 

com benznidazol, em uma paciente com lúpus eritematoso e doença de Chagas 

crônica, cuja parasitemia se mostrou negativada por PCR ao longo de treze meses 

após o início do tratamento (PINAZO et al., 2010). 

Por fim, há alguns aspectos para o desenvolvimento de drogas antiparasitárias e 

seleção de possíveis candidatos: (i) o custo, pois a produção e a distribuição do 

fármaco não deve ser cara; (ii) as drogas devem ser ministradas preferencialmente por 

via oral, já que outras vias de administração dificultam a aplicação e o alcance a todas 

as regiões de uma sociedade (por exemplo, zonas rurais); (iii) devem ser seletivas e 
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de grande tolerância pelo organismo, minimizando os efeitos colaterais; (iv) devem 

levar à morte dos parasitos de tal maneira que os restos dos mesmos possam ser 

reconhecidos por células do sistema fagocítico, serem internalizados e digeridos sem 

induzir respostas não desejáveis do sistema imune (revisto em RENSLO & 

MCKERROW, 2006; CRAGER & PRICE, 2009). 

 

3. Produtos naturais 

Diversas e numerosas classes de produtos naturais foram isoladas e tiveram 

suas estruturas caracterizadas no século passado (revisto em BASSO et al., 2005). As 

ferramentas para a elucidação dos mecanismos biológicos e bioquímicos dos produtos 

naturais com ação terapêutica têm valor inestimável no desenvolvimento de 

plataformas para o desenvolvimento de novas drogas (NEWMAN, CRAGG & 

SNADER, 2000). Produtos naturais e seus derivados tradicionalmente são as fontes 

mais comuns, e ainda representam mais de 30% do mercado farmacêutico corrente 

(KIRKPARTICK, 2002). Entre os anos de 1981 e 2002, das 877 pequenas moléculas 

introduzidas nas Novas Entidades Químicas (NEQs), quase a metade (49%) foram 

oriundas de produtos naturais ou análogos sintéticos ou semi-sintéticos baseados em 

compostos presentes nos mesmos (NEWMAN, CRAGG & SNADER, 2003). Produtos 

naturais ainda são a maioria das fontes para a inovação de agentes terapêuticos para 

o tratamento de doenças infecciosas (de origens bacterianas, fúngicas e parasíticas), 

câncer, desordens lipídicas e imunomodulação (ALTMANN, 2001). 

Há numerosas fontes de produtos naturais que têm mostrado grande valor 

terapêutico: esponjas, cianobactérias, mixobacterias, microrganismos de solo, 

dinoflagelados, entre muitos outros (revisto em BASSO et al., 2005). A tendência de 

busca e exploração da biodiversidade para a identificação e isolamento de compostos 

com potencial terapêutico também foi observada na busca de compostos 

tripanosomicidas e leishmanicidas obtidos de extratos naturais crus (revisto em 

AKENDENGUE et al., 1999; FOURNET & MUÑOZ, 2002; ANTHONY, FYFE & SMITH, 

2005). Um exemplo é o ácido úsnico isolado do líquen Cladonia substellata (DE 

CARVALHO et al., 2005), e poliquetídeos isolados da esponja marinha Plakortis 

angulospiculatus (KOSSUGA et al., 2008) também apresentaram efeitos 

antiparasitários in vitro.  

A indústria da química orgânica tem avançado em tecnologias que permitem que 

os produtos e compostos isolados sejam produzidos sinteticamente em larga escala, 

diminuindo muito a barreira da pesquisa de moléculas de origem natural, com custos 

menores dos que já foram no passado. Um dos exemplos disto é o discodermolide, um 
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potente produto natural antitumoral, que consegue ser sintetizado em grandes 

quantidades e que mostra que mesmo compostos com estruturas muito complexas 

podem ser produzidos (GUNASEKERA et al., 2004). 

Por milhares de anos, a medicina e os produtos naturais estiveram intimamente 

ligados pelo uso de remédios tradicionais e venenos naturais (NEWMAN, CRAGG & 

SNADER, 2000). A artemisinina, composto ativo da erva chinesa “qinghao” (Artemisia 

annua), tradicionalmente utilizada para o controle de febres, é fonte de vários 

derivados semi-sintéticos desenvolvidos nas duas últimas décadas para o tratamento 

da malária, tais como arteether, o artemether e o artesuanto (HAYNES, 2001). O 

galantamine, composto ativo do Reminil, usado no tratamento do mal de Alzheimer foi 

isolado originalmente de planta Galanthus spp., e posteriormente da Narcissus 

spp.(revisto em BUTLER, 2004). O pigmento fenólico amarelo do curry, a curcumina, 

teve iniciado seu uso em teste clínicos em pacientes com mal de Alzheimer, no Centro 

de Pesquisas em Mal de Alzheimer da Universidade de Califórnia, Los Angeles, desde 

que se mostrou capaz de inibir a formação de oligômeros β-amilóides e fibrilas e de 

quebras de placas β-amilóideas nos cérebros de camundongos (YANG et al., 2005).  

Tem sido estudada a atividade de diferentes extratos de plantas (FOURNET et 

al., 1992, FOURNET, BARRIOS & MUÑOZ, 1994; MITTAL et al., 1998; JARAMILLO et 

al., 2000; PLOCK, SOKOLOWSKA-KOHLER & PRESBER, 2001; MENNA-BARRETO 

et al., 2005; LUIZE et al., 2006) principalmente obtidas em zonas de clima tropical, 

bem como diferentes classes de análogos semi-sintéticos e compostos isolados, como 

alcalóides, terpenos, acetogeninas, lignanas, cumarinas, chalconas, lactonas, 

tetralonas e saponinas. O extrato de própolis (DANTAS et al., 2006; SALOMÃO et al., 

2009) e óleos essenciais oriundos de diferentes partes vegetais (TORRES-SANTOS et 

al., 1999; DO SOCORRO et al., 2003; SANTORO et al., 2007a, 2007b; MENNA-

BARRETO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009) também têm sido amplamente testados 

sobre as diferentes formas de tripanosomatídeos patogênicos como T. cruzi e 

Leishmania spp. 

As toxinas de animais e seus alvos constituem um mundo diverso, e seus efeitos 

farmacológicos específicos de interação podem fornecer protótipos para agentes 

terapêuticos altamente específicos (KINI, 1998). Além disso, a alta afinidade e 

seletividade das toxinas as tornam mais usuais em experimentos funcionais do que os 

agentes farmacológicos padrões (HARVEY et al., 1998) (Tabela 1).  

Várias toxinas já foram isoladas e têm sido utilizadas como agentes terapêuticos, 

como exemplo o medicamento Botox, desenvolvido a partir da toxina que a bactéria 

Clostridium botulinum, em condições anaeróbicas, excreta e que bloqueia a liberação 

de acetilcolina, inibindo a contração muscular (GARZA et al., 2003).  
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O Captopril, medicamento utilizado no controle da hipertensão arterial, é 

derivado de um peptídeo presente no veneno da serpente Bothrops jararaca e tem 

ação como inibidor da enzima conversora de angiotensina (ACE) (HARVEY et al., 

1998) e é hoje a terceira droga mais vendida no mundo (MASSENSINI, 2003) (Tabela 
2).  

 

 

 
 

Nome 
Toxina/ Origem Mecanismo de ação Uso 

Reagente-
Reptilase® 

Batroxobina: serino 
proteinase de Bothrops 

Converte o fibrinogênio 
em fibrina por meio da 
liberação exclusiva de 
fibrinopeptídeo A do 

fibrinogênio 

Estudos sobre a 
conversão do 

fibrinogênio em fibrina. 

Protac® Serino proteinase do 
veneno de Agkistrodon 

contortix 

Ativação direta da 
proteína C do plasma 

Determinação dos 
níveis de proteína C e 

S 
Batrocetin® Proteína agregadora de 

plaquetas de B. jararaca 
(e outras Bothrops) 

Aumenta a afinidade do 
domínio A1 do vWF pelo 

receptor GPIbα das 
plaquetas 

Pode ser usado no 
estudo do vWF no 
plasma. Agrega 

plaquetas fixadas com 
formalina 

RVV-V RVV-V é uma serino 
proteinase do veneno de 

Vipera russelli 

Ativação proteolítica do 
fator V 

Pode ser usada para 
desestabilizar e inativar 
seletivamente o fator V 

do plasma e assim 
preparar um reagente 

de rotina para 
determinação deste 

fator. 
Tabela 1: Algumas toxinas utilizadas como ferramentas diagnósticas. Modificada de FOX & 

SERRANO, 2007. vWF: fator von Willebrand. 

 

A droga Ancrod (ViprenexTM), derivada do veneno da Calloselasm rhodostoma 

(cobra Malaia), é um potente defibrinogenante e que está em fase III de triagem para o 

tratamento de isquemia aguda (ALBERS et al., 2001) (Tabela 3).  

Peptídeos antimicrobianos isolados de insetos e venenos animais tais como 

apidaecinas, defensinas, cecropina e melitina, dentre outros, também apresentam 

atividades microbicidas e antiprotozoárias (CASTEELS et al., 1989; DE LUCCA et al., 

1998; DAGAN et al., 2002; VIZIOLI & SALZET, 2002; MCGWIRE et al., 2003). A 

melitina também exibiu atividade leishmanicida (DIAZ-ACHIRICA et al., 1998; 

CHICARRO et al., 2001; LUQUE-ORTEGA et al., 2003), por meio da permeabilização 
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de membranas e lise em uma maneira não-seletiva (PAPO & SHAI, 2003; revisto em 

RAGHURAMAN & CHATTOPADHYAY, 2007). Jeleínas e a roialisina são peptídeos 

isolados da geléia real produzida por abelhas trabalhadoras de Apis mellifera e que 

apresentaram excelentes atividades bactericidas contra infecções causadas por 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (FUJIWARA et al., 1990; FONTANA et al., 

2004).  

 

 

 

Nome da 
droga 

Toxina/ Origem Indicação Mecanismo de ação Links de sítios da FDA 
na internet 

Doença: Hipertensão 
Captopril® Peptídeos 

potenciadores de 
bradicinina do 
veneno de B. 

jararaca 

Tratamento 
da 

hipertensão 

Inibição da enzima 
conversora de 
angiotensina 

www.fda.gov/cder/foi/anda
/97/74532ap.pdf 

Doença: Coagulopatias/ doenças do coração 
Aggrastat® 
(Tirofiban) 

Estrutura não-
peptídica baseada 
na sequencia RGD 
das desintegrinas 

de venenos de 
serpentes 

Tratamento 
de angina 

Antagonista reversível do 
receptor glicoprotéico (GP) 
IIb/IIIa de plaquetas; inibe 

agregação plaquetária 

www.fda.gov/cder/foi/label/
1998/209121b1.pdf 

Intergrilin® 
(Eptifibatide) 

Estrutura baseada 
na sequencia KGD 
da desintegrina 
barbourina de 
Sistrurus barbouri 

Usado em 
angioplastia 
coronariana 

Antagonista do receptor 
glicoprotéico (GP) IIb/IIIa 
de plaquetas humanas; ; 

inibe agregação 
plaquetária 

www.fda.gov/cder/foi/nda/
98/20718_INTEGRILIN_p

harmr_P1.pdf 

Doença: Dor crônica 
Prialt® 

(Ziconotide) 
ω-conotoxina MVIIA 
do molusco marinho 
Conus magus 

Tratamento 
de dor 
crônica 
severa 

Bloqueia canais de Ca+2 do 
tipo N 

www.fda.gov/cder/foi/nda/
2004/21-

060_Prialt_pharmr.PDF 

Doença: Diabetes 
Byetta® 

(Exenatide) 
Exendin-4 (peptídeo 
de 39 aminoácidos 
mimetiza a saliva 

do lagarto 
Heloderma 
suspectum 

Melhora no 
controle do 
açúcar no 
sangue em 
adultos com 

Diabetes 
Mellitus do 

tipo 2 

Ligação e ativação do 
receptor GLP-1 para 

reduzir a glicose do plasma 
e menor HbA1c

www.fda.gov/cder/foi/nda/
2005/021773_Byetta_phar

mr.PDF 

Tabela 2: Drogas baseadas em toxinas aprovadas pela U. S. Food and Drug Administration (FDA). 
Modificada de FOX & SERRANO, 2007. 
 

O veneno de A. mellifera também possui efeitos anti-inflamatórios e analgésicos, 

que são propriedades de drogas anti-inflamatórias não-esteróides (KNOW et al., 2001; 

LEE et al., 2004). Estudos prévios relataram que este veneno impediu o crescimento 

de células de carcinoma hepático, mamário, osteosarcoma e leucemia (ORSOLIC et 
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al., 2003; CHU et al., 2007; MOON et al., 2006; LI et al.,  2006). A fosfolipase A2 

secretada, que é um pequeno componente deste veneno, é capaz de agir 

sinergicamente com o fosfatidilinositol-(3,4)-bifosfato para afetar a integridade de 

membrana e causar subsequente morte em células renais cancerosas (GRISOTTO et 

al., 2006; PUTZ et al., 2007). A fosfolipase A2 deste veneno também apresenta 

atividade antiparasitária sobre o T. brucei brucei e bactericida sobre as bactérias 

Enterobacter cloacae, Escherichia coli e Citrobacter freundii (BOUTRIN, FOSTER & 

PENTREATH, 2008). 

 

Nome da 
droga 

Toxina/ 
Origem 

Indicação Nome da triagem clínica Fase da triagem 
clínica/ link 

Alfimeprase Análogo 
recombinante da 

fibrolase, uma 
metaloproteinas
e P-I do veneno 
de Agkistrodon 

contortrix 

Tratamento de 
doenças oclusivas 

arterianas  

Estudo da habilidade do 
Alfimeprase de rapidamente 

dissolver os coágulos 
sanguíneos na perna e 

prevenindo a necessidade de 
cirurgia nas artérias da perna 

Fase III 
www.clinicaltrials.go
v/ct/show/NCT0011

5999?order=1 

ViprinexTM Ancrod: serino 
proteinase de 
Agkistrodon 

contortrix 

Agente 
desfibrinogenante 

Ancrod (ViprinexTM) para o 
tratamento de infarto 

isquêmico agudo 

Fase III 
www.clinicaltrials.go
v/ct/show/NCT0014

1011?order=1 
Desmoteplase Ativador do 

plasminogênio 
da saliva do 

morcego 
vampiro 

Desmodus 
rotundus  

Para infarto 
isquêmico agudo 

Estudo da Desmoteplase 
(Nome Internacional Não 

Propriterário [INN]) em infarto 
isquêmico agudo (DIAS-2) 

Fase III 
www.clinicaltrials.go
v/ct/show/NCT0011

1852?order=1 

Cilengitide 
(EMD 

121974) 

Peptídeo Arg-
Gli-Asp cíclico. 

Inibidor de 
integrinas alfa-v  

Na contenção do 
crescimento e 

disseminação de 
células tumorais 

Cilengitide no tratamento de 
pessoas destinadas a 

cirurgia de glioblastoma 
mulfiforme recorrente ou 

progressivo. 

Fase II 
www.clinicaltrials.go
v/ct/show/NCT0011

2866?order=1 

Chlorotoxin 
(131I-TM-601) 

Bloqueador de 
canais de cloro 
do escorpião 

Leiurus 
quinquestriatus 

Sobre gliomas 
malignos 

Ligando-se a um complexo 
protéico na superfície das 

células do glioma contendo 
diversas proteínas 

implicadas na invasão celular 
do tumor 

Fase II 
www.clinicaltrials.go
v/ct/show/NCT0011

4309 

Tabela 3: Drogas baseadas em toxinas aprovadas para triagens clínicas nos EUA. Modificada de 

FOX & SERRANO, 2007. 
 

Diversos peptídeos antimicrobianos e com variadas aplicabilidades terapêuticas 

também foram isolados dos venenos e secreções de diferentes espécies de anuros 

(revisto em NASCIMENTO et al., 2003; CONLON, KOLODZIEJEK & NOWOTNY, 

2009), e apresentam fortes atividades contra bactérias (BROGDEN, 2005; URBÁN et 

al., 2007), fungos (DE LUCCA et al., 1998) e protozoários, incluindo tripanosomatídeos 
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(HERNANDEZ et al., 1992; BRAND et al., 2006, 2002; MANGONI et al., 2005; revisto 

em RIVAS, LUQUE-ORTEGA & ANDREU, 2009). Alguns destes peptídeos também 

apresentam atividades antitumorais com baixa toxicidade às células sadias, tanto por 

dispararem o processo de apoptose quanto pela formação de canais iônicos/ poros 

(SOBALLE et al., 1995; ELLERBY et al., 1999; JOHNSTON et al., 2000; MAI et al., 

2001; RISSO et al., 2002).  

Neste contexto, os venenos animais surgem como uma alternativa de novas 

classes de drogas terapêuticas contra protozoários parasitos a ser explorada. 
 
3.1. Serpentes e seus venenos 
As espécies que constituem a herpetofauna estão distribuídas em nove famílias, 

porém, apenas duas pertencem ao grupo das peçonhentas: a Elapidae e a Viperidae. 

A família Elapidae é representada somente pelo gênero Micrurus (cobra coral). Já a 

família Viperidae é representada pelos gêneros (a) Bothrops e Porthidium (jararacas), 

(b) Crotalus (cascavel) e (c) Lachesis (Surucucu). As serpentes da família Viperidae, 

sub-família Crotalinae, possuem presas situadas anteriormente e no maxilar superior, 

sendo estas grandes, amplamente móveis e providas de canal central, por onde 

escorre o veneno. As presas são móveis, permanecendo deitadas ao longo do maxilar 

superior, cobertas por uma bainha, podendo voltar-se para frente, no momento do 

bote. Devido a este tipo de dentição são chamadas solenóglifas (JORGE & RIBEIRO, 

1990). 

O veneno das serpentes é sintetizado e secretado por glândulas especializadas 

localizadas próximas às presas inoculadoras. A composição e as atividades biológicas 

dos venenos variam de acordo com a família, gênero e espécies das cobras, bem 

como nos seus habitats, dieta alimentar e sexo (TSAI et al., 2003; MENEZES et al., 

2006; BARLOW et al., 2009; NUÑEZ et al., 2009). A função primária dos venenos é 

imobilizar e matar a presa, e simultaneamente iniciar a sua digestão, aumentando 

assim a eficiência da sua assimilação (THOMAS & POUGH, 1979; HAYES, 1992). O 

veneno é uma complexa mistura de proteínas, peptídeos, compostos orgânicos, 

carboidratos, íons e sais. Atualmente 1.033 toxinas biologicamente ativas foram 

isoladas do veneno de serpentes (THEAKSTON & KAMIGUTI, 2002).  

As principais atividades observadas são desencadeadas por fosfolipases, 

fosfodilestarases, fosfomonoesterases, L-amino ácido oxidases, acetilcolinesterases, 

enzimas proteolíticas das classes serino e metalo-protease, arginina esterases, 5-

nucleotidases, hialuronidases e NAD-nucleosidases (STOCKER, 1999). Os peptídeos 

encontrados podem apresentar atividade neurotóxica, pré-sinápticas, pós-sinápticas 

ou ainda atuar como ligantes de canais de potássio. Os componentes do veneno ainda 
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podem apresentar atividades citotóxica, miotóxica, cardiotóxica ou inibitória da 

agregação plaquetária. Dentre os componentes citados, os relacionados com o 

sistema hemostático foram os primeiros a serem estudados e, atualmente, são de 

grande aplicabilidade terapêutica (BRAUD et al., 2000). 

Os venenos de serpentes também têm sido usados como ferramentas 

farmacológicas e como protótipos para o desenvolvimento de drogas para o 

tratamento de diversos tumores (NEWMAN et al., 1993; PAI et al., 1996; ZHOU et al., 

2000; CORRÊA JR. et al., 2002; PAPO et al., 2004; PAPO & SHAI, 2003; ARAYA & 

LOMONTE 2007; EL-RAFAEL & SARKAR, 2009) (Tabela 3). 

Muito é conhecido sobre os efeitos farmacológicos das fosfolipases A2 (PLA2s). 

Mais de 280 destas enzimas isoladas de venenos de cobras têm sido relatadas 

durante décadas, como pode ser verificado no sítio: 

http://sdmc.lit.org.sg/Templar/DB/snaketoxin_PLA2/index.html), sendo que muitas 

destas apresentam diversos efeitos tóxicos, incluindo neurotoxicidade, mitotoxicidade, 

cardiotoxicidade, citotoxicidade, anticoagulação, convulsivo, hipotensivo e efeitos pró-

inflamatórios (revisto em ROUAULT et al., 2006).  

In vitro, fosfolipases oriundas de venenos de serpentes têm apresentado 

diversos efeitos farmacológicos, como modular a migração e a proliferação celular 

(RUFINI, et al., 1996; RIZZO et al., 2000), atividade bactericida (SANTAMARIA et al., 

2005), e apresentarem um forte efeito inibitório contra HIV-1 (FENARD et al., 1999) e 

Plasmodium falciparum (ZIELER et al., 2001). A crotoxina (uma PLA2 ctitotóxica) 

isolada do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus está sendo usada na fase I 

de triagem clínica para o tratamento de pacientes com tumores sólidos (CURA et al., 

2002). 

Nos venenos de serpentes também há desintegrinas naturais e que têm sido 

utilizadas como potentes inibidores de diversas integrinas, e que teriam ações 

terapêuticas no tratamento de cânceres (incluindo menor crescimento do tumor, 

inibiação da angiogênese e metástase), em síndromes isquêmicas coronarianas 

agudas e mal de Alzheimer (revisto em KOH, ARMUGAM & JEYASEELAN, 2006). 

Estudos anteriores mostraram que o veneno de serpentes apresenta atividade 

contra Leishmania spp. (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 1994; TEMPONE et al., 2007; 

PASSERO et al., 2007). Estudos recentes mostraram que o veneno bruto das 

serpentes do gênero Bothrops sul-americanas inibiram o crescimento de formas 

promastigotas de L. major e epimastigotas de T. cruzi (GONÇALVES et al., 2002), 

além de induzir morte celular programada nestes últimos (DEOLINDO et al., 2005).  

 Os venenos de Cerastes cerastes e Naja haje inibiram a proliferação de 

epimastigotas do T. cruzi, sendo que o veneno de C. cerastes também foi ativo contra 
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as formas tripomastigotas (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 1994). Contudo, os 

componentes ativos ainda não foram isolados e caracterizados. L-Amino ácido 

oxidases obtidas de venenos de serpentes também apresentaram atividade antiviral 

(vírus da Dengue) e antiprotozoária (TEMPONE, et al., 2001; TOYAMA et al., 2006; 

CISCOTTO et al., 2009).  

 

3.2. O veneno da Crotalus viridis viridis, nosso objeto de estudo. 
Crotalus viridis viridis (abreviação Cvv) (Fig. 10) é uma serpente conhecida 

genericamente como cascavel, e que habita a região leste das montanhas rochosas 

dos EUA, do sudeste do Canadá ao norte do México e seus microhabitats incluem 

pradarias, lavouras e desertos (TSAI et al., 2003).  

Os efeitos patofisiológicos dos venenos de serpentes são variados e numerosos, 

mas no caso das cascavéis, os efeitos locais mais sérios são a formação de edemas, 

hemorragia e mionecrose, e letalidade devida principalmente à ação sinérgica entre os 

fatores hemorrágicos e vasoativos presentes nos venenos (MEBS & OWNBY, 1990). 

Os sintomas mais comuns destes efeitos são hipotensão, aumento da permeabilidade 

vascular e aumento da tonicidade da musculatura lisa visceral.  

 

   
Figura 10. Crotalus viridis viridis (Cvv), popularmente conhecida como “cascavel”. Imagens 

obtidas dos sítios: www.nowpublic.com/style/western-prarie-rattlesnake-crotalus-viridis-viridis e 

www.posters.snngr.com/posters/posters.php?item=3534536.   

 
Os sérios danos causados pós-envenenamento nos tecidos, como hemorragia e 

mionecrose, são atribuídos a alguns componentes do veneno de Cvv já anteriormente 

descritos, como a viriditoxina (FABIANO & TU, 1981), viridina (SCARBOROUGH et al., 

1993), crotavirina (LIU, PENG & HUANG, 1995), a miotoxina a com seus respectivos 

isômeros (OWNBY, CAMERON & TU, 1976; CAMERON & TU, 1977; NEDELKOV & 

BIEBER, 1997), uma miotoxina de 45 resíduos de aminoácidos (GRIFFIN & AIRD, 

1990) e uma PLA2 miotóxica (OWNBY, COLBERG & WHITE, 1997). OWNBY, 
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COLBERG & LI (1994) descreveram que as proteínas hemorrágicas no veneno de 

Cvv, bem como as de outras espécies de Crotalus, são resistentes a fervura por 5 

minutos a 100 °C. Somado a estes componentes, ainda foram descritos um peptídeo 

inibidor de bradicinina (BIP) com efeito hipertensivo (GRAHAM et al., 2005), uma 

enzima do tipo calicreína e peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs) 

(WERMELINGER et al., 2005), ambos com efeito contrário ao BIP, hipotensivo 

(KOMORI, NIKAI & SUGIHARA, 1988) (Tabela 4).  

A mionecrose induzida por venenos de serpentes ocorre em função da ação de 

diferentes tipos de toxinas. Estas incluem as pequenas e básicas miotoxinas e as 

maiores e também básicas proteínas que têm uma sequencia primária de uma 

fosfolipase A2, e que podem ter ou não atividade catalítica (MEBS & OWNBY, 1990).  

 
Nome do componente Local/ Efeito da ação Referência 
Miotoxina a e seus dois 

isômeros  
Polipeptídeo miotóxico não hemorrágico OWNBY , CAMERON 

& TU, 1976; 
CAMERON & TU, 

1977; NEDELKOV & 
BIEBER, 1997 

Miotoxina de 45 
polipeptídeos 

Miotoxina homóloga a miotoxina a GRIFFIN & AIRD, 1990 

Enzima do tipo 
kalikreína 

Proteína não hemorrágica que induz 
hipotensão pela liberação de bradicinina. 

KOMORI, NIKAI & 
SUGIHARA, 1988 

Crotavirina/ Viridina Proteína do tipo desintegrina com efeito 
hemorrágico pela inibição da agregação 

de plaquetas 

LIU, PENG & HUANG, 
1995; 

SCARBOROUGH et 
al., 1993 

PLA2 miotóxica Fosfolipase com atividade catalítica 
miotóxica. 

OWNBY, COLBERG & 
WHITE, 1997 

Metaloproteinases de 
alto peso molecular 

Metaloproteinases de 54, 62 e 68 kDa 
altamente hemorrágicas 

LI, COLBERG & 
OWNBY, 1993. 

KOMORI et al., 1994 
Viriditoxina Proteína ácida, de 115 kDa com 

atividade hemorrágica, hemolítica e 
miotóxica 

FABIANO & TU, 1981 

Peptídeo inibidor de 
bradicinina (BIP) 

Peptídeo de 10,63 kDa com efeito 
hipotensor pela inibição da bradicinina 

GRAHAM et al., 2005 

Peptídeos 
potenciadores de 

bradicinina (BPPs) 

Três peptídeos de baixo pelo molecular e 
que exibem atividade hipotensora pela 

liberação de bradicinina 

WERMELINGER et al., 
2005 

Dipeptidil peptidase IV 
(DPP IV) 

Serino proteinases que neutralizariam 
respostas hipertensivas resultantes do 

envenenamento de uma presa pela 
destruição dos hormônios hipertensivos  

AIRD, 2008 

Tabela 4: Resumo dos componentes já identificados no veneno de Cvv. 
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Pequenas miotoxinas compõem uma classe única de polipeptídeos básicos dos 

venenos de Crotalus spp., com altos pontos isoelétricos e que causam severa necrose 

nos músculos por um mecanismo não enzimático (GRIFFIN & AIRD, 1990). A 

miotoxina a é a menor proteína encontrada no veneno de Cvv, caracterizada como um 

polipeptídeo básico composto de 42 resíduos de aminoácidos, e que apesar do seu 

pequeno tamanho, é considerada a proteína majoritária representando cerca de 18% 

da composição protéica total do veneno de Cvv (OWNBY, CAMERON & TU, 1976; 

CAMERON & TU, 1977; FOX, ELZINGA & TU, 1979). NEDELKOV & BIEBER (1997) 

isolaram os dois isômeros da miotoxina a, ambos com mesma massa molecular e com 

pontos isoelétricos (pIs) de 10,50 e 10,57, diferindo da miotoxina a que apresenta um 

pI de 9,6 (CAMERON & TU, 1977). Além destas, GRIFFIN & AIRD (1990) 

descreveram também a presença de uma miotoxina composta de 45 resíduos de 

aminoácidos de peso molecular de 5,04 kDa. No veneno de Cvv, além destas 

miotoxinas de baixo peso molecular, também foi isolada uma proteína ácida, de 115 

kDa, pI de 4,8, com atividade hemorrágica, hemolítica, proteolítica e miotóxica, a qual 

foi denominada viriditoxina (FABIANO & TU, 1981). 

As PLA2 miotóxicas isoladas de venenos de serpentes têm grande similaridade 

na estrutura primária da enzima, mas apresentam uma grande diversidade de 

propriedades farmacológicas. Algumas apresentam potentes atividades neurotóxicas, 

tais como a crotoxina (GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984) e a taipoxina (HARRIS & 

MALTIN, 1982), isoladas da Crotalus durissus terrificus e Oxyuranus scutellatus, 

respectivamente. Há PLA2 miotóxicas que não exibem neurotoxicidade, mas 

apresentam atividade catalítica, tais como a miotoxina III, isolada de Bothrops asper 

(BULTRON, GUTIÉRREZ & THELESTAM, 1993). Outros membros deste grupo são 

miotoxinas que apresentam a estrutura de PLA2, mas que ou não têm ou que 

apresentam uma baixíssima atividade catalítica, como, por exemplo, a miotoxina II 

também isolada de B. asper (LOMONTE & GUTIÉRREZ, 1989). A PLA2 isolada de 

Cvv é uma miotoxina básica, de 14 kDa, com atividade fosfolipásica e não neurotóxica. 

As células musculares são rapidamente afetadas por esta miotoxina, e as alterações 

morfológicas iniciais são a lise da membrana plasmática e a formação de lesões do 

tipo delta (OWNBY, COLBERG & WHITE, 1997). Estas alterações foram 

completamente inibidas com o inibidor específico p-BPB, indicando que uma atividade 

catalítica deve estar envolvida na miotoxicidade apresentada por esta PLA2. 

As desintegrinas são proteínas encontradas no veneno de serpentes e que 

reconhecem proteínas receptoras nas superfícies celulares (integrinas); exibem forte 

atividade de inibição de agregação plaquetária, e são moduladores das funções dos 

neutrófilos (revisto em VARON & SPECTRE, 2009). Em 1993, SCARBOROUGH e 
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cols., identificaram uma desintegrina no veneno de Cvv que denominaram de viridina, 

possuindo 71 resíduos de aminoácidos na sua composição. Dois anos depois, LIU, 

PENG & HUANG, (1995) isolaram e identificaram uma proteína do tipo desintegrina 

crotavirina, com massa molecular de 9,2 kDa e 82 resíduos de aminoácidos, e que 

apresenta um forte efeito inibitório (dose-dependente) sobre a agregação de plaquetas 

humanas. No entanto, não fica claro se seriam a mesma proteína, uma vez que não 

houve uma identificação pela massa molecular da viridina e a composição dos 

aminoácidos também pouco variou. MACKESSY (2010) indica a existência de apenas 

uma desintegrina no veneno de Cvv, com massa molecular de 6931,5 Da, a qual 

especula ser a viridina descrita por SCARBOROUGH e cols. (1993), e não cita a 

crotavirina por LIU, PENG & HUANG (1995). 

Além das proteínas citadas acima com efeitos hemorrágicos presentes no 

veneno de Cvv, LI, COLBERG & OWNBY (1993) purificaram e identificaram duas 

glicoproteínas caracterizadas como metaloproteinases de alto peso molecular, com 68 

(pI 8,5) e 62 kDa (pI 4,1), que exibiram forte atividade hemorrágica. No ano seguinte, 

KOMORI, NIKAI & SUGIHARA (1994) também isolaram uma metaloproteinase de 

peso molecular de 54 kDa com 471 resíduos de aminoácidos, altamente hemorrágica. 

KOMORI, NIKAI & SUGIHARA (1988) também identificaram uma enzima do tipo 

calicreína de 32 kDa no veneno de Cvv. Enzimas deste tipo presentes nos venenos 

liberam quininas, substâncias farmacologicamente ativas que, juntamente com outras 

substâncias, induzem hipotensão, aumento da permeabilidade vascular e a contração 

da musculatura lisa visceral, pela liberação de bradicina. Com efeito contrário ao das 

enzimas do tipo calicreína, GRAHAM e cols. (2005) caracterizaram, a partir do veneno 

de 30 diferentes espécies de serpentes da família viperidae, incluindo Cvv, uma nova 

categoria de peptídeos inibidores de bradicinina (BIP). Todos estes apresentam baixa 

massa molecular (em torno de 10,6 kDa) e inibem consideravelmente as respostas 

fisiológicas (vasodilatação e relaxamento da musculatura lisa) induzidas pela presença 

da bradicina.  

WERMELINGER e cols. (2005), buscaram caracterizar peptídeos de baixo pelo 

molecular ainda não descritos em diversos venenos, incluindo o de Cvv, por técnicas 

relacionadas a espectrometria de massas. Todos os peptídeos seqüenciados 

pertenciam à família dos BPPs. No veneno de Cvv foram identificados três peptídeos 

ainda não descritos, com massas de 10,63, 11,16 e 11,65 kDa. 

Uma outra família de enzimas também tem sido recentemente descrita em 

venenos de serpentes, com uma ampla variação de atividade entre diferentes 

populações de Cvv (AIRD, 2008). As dipeptidil peptidases IV (DPP IV) são serino-

proteinases altamente glicosiladas para as quais as células de mamíferos 
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desempenham diversos papéis importantes, como, por exemplo, a ativação ou 

inativação de peptídeos biologicamente ativos pela remoção de um peptídeo N-

terminal (fenômenos cruciais para regulação dos sistemas imune e endócrinos). Altos 

níveis de DPP IV também são encontrados nos capilares sanguíneos, sugerindo uma 

ação local na regulação da pressão sanguínea. A hipótese para a presença destas 

enzimas nos venenos de serpentes é a que estas desempenhariam um papel 

neutralizador das respostas hipertensivas resultantes do envenenamento de uma 

presa pela destruição dos hormônios peptídicos hipertensivos (AIRD, 2008).  

Apesar de terem sido identificados alguns dos componentes do veneno de Cvv, 

muitos ainda são desconhecidos. MACKESSY (2010) realizou um estudo evolutivo da 

composição dos venenos de cascavéis (Crotalus viridis sensu lato), por meio de 

técnicas de espectrometria de massas e eletroforese em gel de poliacrilamida (Fig. 
11). O autor indica a presença de diversas proteínas ainda não isoladas no veneno de 

Cvv e com atividade biológica determinada, como L-aminoácido oxidases, 

metaloproteinases de baixo e alto peso molecular, e proteínas secretadas ricas em 

resíduos de cisteína (CRiSPs). Desta forma, muito ainda há por se estudar nos 

venenos de serpentes. 

 
Figura 11: Gel de SDS-PAGE mostrando a complexa composição dos venenos de algumas 

Crotalus sp., em destaque para a composição do veneno de Cvv (representada pela sigla Vi, 

em vermelho). Adaptada de MACKESSY (2010).  
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II. JUSTIFICATIVA 
 
 A doença de Chagas, descrita por Carlos Chagas (1909), é causada pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi, afetando aproximadamente 16-18 milhões de pessoas 

nas Américas Central e do Sul. O controle do parasito envolve (i) a eliminação do 

inseto vetor hematófago, (ii) a melhoria das moradias; (iii) controle dos órgãos 

destinados a transplantes; (iv) seleção rigorosa do sangue destinado a transfusões; e 

(v) pasteurização de alimentos que possam conter amostras do inseto vetor e do 

protozoário. O tratamento dos pacientes é baseado no uso das drogas Nifurtimox e 

Benznidazole. Devido à diferença de susceptibilidade das cepas do T. cruzi, os 

resultados obtidos por estes fármacos variam com a fase da doença em que são 

aplicados, o período de tratamento, a dose, idade e origem geográfica dos pacientes. 

A maior limitação destas drogas na clínica é a baixa atividade na fase crônica da 

doença, pois além da eficiência terapêutica ser de difícil monitoramento, os sérios 

efeitos colaterais fazem em alguns casos o tratamento ser abandonado. Apesar de ser 

uma doença que tem se tornado um problema de saúde pública global em função da 

alta migração de pessoas de países endêmicos para países “desenvolvidos” não 

endêmicos, e que por isso não realizam triagem para o T. cruzi em bancos de sangue 

e órgãos destinados a doação, ela afeta principalmente pessoas de baixa renda, e 

assim não são vistas como mercados-alvo pela indústria farmacêutica para o 

desenvolvimento de novas drogas. Assim, cabe aos laboratórios de pesquisa de 

países endêmicos investirem na busca por novos quimioterápicos que sejam 

empregados em todas as fases da doença e mais seletivos, minimizando os efeitos 

colaterais. 

 Fármacos oriundos de fontes naturais são um campo de interesse na área de 

pesquisa acadêmica e farmacêutica. Diversos compostos têm sido desenvolvidos pela 

indústria oriundos de plantas e toxinas animais, como por exemplo, o Captopril, 

medicamento utilizado no controle da hipertensão arterial, derivado de um peptídeo 

presente no veneno da serpente Bothrops jararaca. Dentro deste contexto, esta tese 

visou avaliar os efeitos do veneno da serpente Crotalus viridis viridis e moléculas 

isoladas do mesmo, sobre a morfologia, proliferação e infectividade do T. cruzi, 

tentando identificar as organelas-alvo, mecanismos de ação e os seus efeitos na 

interação com o hospedeiro, além de caracterizar as frações componentes que 

apresentaram atividade tripanocida. 
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III. OBJETIVOS 
 
1. Objetivo Geral 
 Esta tese visou analisar o efeito do extrato total e frações do veneno da 

cobra Crotalus viridis viridis, sobre a proliferação e a morfologia do 

tripanosomatídeo Trypanosoma cruzi.  

 

2. Objetivos específicos  
• Investigar a ação tripanocida do veneno bruto de Cvv sobre as formas 

tripomastigotas de cultivo e epimastigotas do T. cruzi.  

 

• Identificar as alterações morfológicas em parasitos tratados com o veneno de Cvv 

e frações com atividade tripanocida, e as possíveis organelas-alvo das ações dos 

compostos, por microscopia eletrônica de varredura e microscopia eletrônica de 

transmissão e citometria de fluxo; 

 

• Verificar o efeito do veneno bruto in vitro, em culturas de células LLC-MK2 

infectadas e tratadas com diferentes concentrações do veneno de Cvv, visando avaliar 

o potencial de inibição de proliferação das formas amastigotas intracelulares do 

parasito.  

 

• Isolar e caracterizar bioquimicamente, por cromatografia liquida de alta resolução 

no modo fase reversa (RP-HPLC), as frações componentes do veneno de Cvv. 

 

• Avaliar a pureza e composição das diferentes frações do veneno de Cvv por SDS-

PAGE e quantificar o conteúdo protéico das frações isoladas para serem utilizadas nos 

ensaios de atividade tripanocida. 

 

• Avaliar a atividade lítica das frações isoladas do veneno de Cvv sobre as formas 

tripomastigotas de cultivo. 

 

• Caracterizar, através de espectrometria de massas as frações que apresentaram 

atividade tripanocida e analisar os espectros MS/MS de cada amostra quanto à 

similaridade com a estrutura primária de proteínas previamente isoladas e 

caracterizadas, utilizando os programas MASCOT MS/MS Ion Search e BLAST 

Network Service do NCBI. 
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• Analisar, em modelos experimentais de células musculares isoladas, as possíveis 

atividades miotóxicas da proteína purificada “catrina-like”, através da determinação da 

atividade de creatino quinase (CK) liberada dos músculos tratados com a proteína. 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Parasitos  
Foram utilizadas as formas tripomastigotas e epimastigotas do 

Trypanosoma cruzi pertencentes aos clones CL-Brener (ZINGALES et al., 

1977) e Dm28C (CONTRERAS et al., 1985). Formas epimastigotas foram 

mantidas a 28oC em meio de cultivo axênico Liver Infusion Tryptose (LIT) 

contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), com repiques semanais 

(CAMARGO, 1964). Estes parasitos foram sempre obtidos de culturas na fase 

exponencial de crescimento (4º dia) para a execução dos ensaios 

experimentais. Formas tripomastigotas de cultivo celular foram obtidas do 

sobrenadante de células LLC-MK2 previamente infectadas, mantidas com meio 

RPMI-1640 (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 2% 

de SFB (BISAGGIO et al., 2006). 

 

2. Culturas de células 

Células LLC-MK2 foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm2 e 75 

cm2, mantidas em meio RPMI suplementado com SFB 10% a 37ºC em 

atmosfera contendo CO2 5%. A manutenção dessas células foi realizada 

através de repiques periódicos.  
 
3. Veneno 

O extrato total do veneno da cobra Crotalus viridis viridis (chamado aqui 

pela abreviação Cvv) utilizado foi adquirido da empresa Sigma Chemical Co 

(St. Louis, MO, EUA), diluído em solução salina tamponada (PBS) estéril (pH 7, 

2) e conservado a -20oC, em solução estoque de 50 mg/ ml. 

 

4. Avaliação do efeito direto do veneno de Cvv e frações isoladas 
 
4.1. Efeito direto do extrato total do veneno de Cvv sobre 
epimastigotas e tripomastigotas 
Formas epimastigotas (Dm28C e CL-Brener) foram ressuspensas em 

meio LIT em um inóculo de 5 × 10
6 céls/ml, e uma alíquota desta suspensão foi 
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adicionada ao mesmo volume do veneno, previamente diluído com o dobro da 

concentração final desejada (0,25 a 500 µg/ml) em placa de 24 poços (Nunc 

Inc., Naperville, IL, EUA), e incubadas por 120 horas a 28°C. O n° de 

parasitos foi determinado a cada dia pela contagem dos mesmos em 

câmara de Neubauer. O parâmetro usado para estimar a inibição da 

proliferação foi o DL50, o que corresponde à concentração de droga necessária 

para inibir 50% do crescimento celular. Parasitos crescidos sob as mesmas 

condições foram cultivados em meio LIT na ausência de veneno e usados 

como controle. Os experimentos foram realizados em triplicata e em 5 ensaios 

independentes. A viabilidade dos parasitos foi monitorada baseada na 

mobilidade e pela detecção da exclusão do azul de trypan pela microscopia de 

luz, onde uma suspensão de parasitos em seus respectivos meios (10 µl) foi 

diluída em solução aquosa de 0,4% de azul de Tripan em uma razão de 1:1 de 

volume, e monitorados pela contagem direta dos parasitos viáveis ou não 

usando uma câmera de Neubauer. 

Tripomastigotas de cultura (Dm28C e CL-Brener) foram ressuspensos na 

concentração de 1×10
7 céls/ml em meio RPMI suplementado com SFB 10%. 

Esta suspensão (100 µl) foi adicionada em microplacas de 96 poços (Nunc Inc., 

Naperville, IL, EUA), junto com igual volume do veneno diluído no dobro da 

concentração final desejada (as mesmas usadas para o tratamento das formas 

epimastigotas), também diluídos em meio RPMI suplementado com SFB 10%, 

seguido por incubação a 37°C por 24 horas. O parâmetro DL50 (50% de lise dos 

tripomastigotas) foi avaliado pela contagem em câmara de Neubauer após o 

período de tratamento. Os experimentos foram realizados em triplicata e em 

pelo menos três ensaios independentes. 

 

4.2. Efeito direto das frações isoladas do veneno de Cvv sobre 
formas tripomastigotas durante o “screening” pós HPLC 
No intuito de se avaliar a possível atividade de todas as frações coletadas 

no item 13.1 (chegando a um total de 60 obtidas na 3ª corrida cromatográfica), 

as concentrações iniciais de teste foram 0,3, 1,2, 4,8 e 19,2 µg/ml, partindo-se 

do valor de DL50 para o tratamento destas formas com o veneno de Cvv bruto. 

Tripomastigotas de cultura (clone CL-Brener) foram tratados como descrito no 
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item anterior e o parâmetro DL50  foi avaliado pela contagem em câmara de 

Neubauer após o período de tratamento. Os experimentos foram realizados em 

triplicata e em pelo menos três ensaios independentes. 

 

4.3. Efeito direto da fração isolada do veneno de Cvv referente à 
proteína “catrina-like” sobre formas tripomastigotas  
A atividade da fração isolada e caracterizada pela espectrometria de 

massas referente à proteína “catrina-like” (item 13.5) foi avaliada como descrito 

anteriormente. As concentrações de teste foram 0,3, 0,6, 1,2, 2,4, 4,8, 9,6, 19,2 

e 38,4 µg/ml, partindo-se do valor de DL50 para o tratamento destas formas 

com o veneno de Cvv bruto. Tripomastigotas de cultura (clone CL-Brener) 

foram tratados como descrito anteriormente e o parâmetro DL50  foi avaliado 

pela contagem em câmara de Neubauer após o período de tratamento. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e em pelo menos três ensaios 

independentes. 

 

5. Efeito direto do veneno de Cvv previamente fervido no crescimento de 
formas epimastigotas 

O veneno de Cvv foi fervido por 7,5, 15 e 30 minutos a 95°C 

(previamente descrito por FERNANDEZ-GOMEZ et al., 1994) e usado no 

tratamento de formas epimastigotas (clone CL-Brener). Formas epimastigotas 

(5 × 10
6 

cels/ ml) foram ressuspensas em meio LIT acrescido de SFB 10% e 

incubadas por 24, 48 e 72 h a 28°C, com 0,5 µg/ ml do veneno de Cvv 

previamente fervido. Parasitos também foram mantidos sob as mesmas 

condições apenas em meio LIT na ausência de veneno (controle negativo) e 

também na presença de 0,5 µg/ ml do veneno de Cvv não fervido (controle 

positivo). O n° de parasitos foi determinado por contagem diária em câmara de 

Neubauer como descrito acima. 

 

6. Avaliação do potencial citotóxico do veneno de Cvv sobre células LLC-
MK2 

 Células LLC-MK2 não infectadas foram primeiramente submetidas ao 

tratamento com o veneno de Cvv visando avaliar a sua toxicidade às células 
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hospedeiras. Estas células foram adicionadas sobre lamínulas redondas 

previamente aderidas ao fundo de poços de placas de 24 poços, cultivadas em 

meio RPMI suplementado com SFB 10% e mantidas a 37°C em atmosfera 

contendo 5% de CO2 por 24 h (BISSAGIO, ADADE & SOUTO-PADRÓN, 

2008). Após este período, as culturas foram lavadas com PBS para a remoção 

de células não aderidas, cultivadas em meio RPMI acrescido de SFB 2% e 

tratadas ou não (células controle) com 0,1, 10, 100 e 1000 µg/ml do veneno de 

Cvv por até 120 h. O meio foi mudado a cada 48 h. As lamínulas foram 

diariamente coletadas, lavadas em PBS, fixadas com solução de Bouin, 

coradas com Giemsa e aderidas a lâminas de vidro com Permount (Fisher 

Scientific, Nova Jersey, EUA). Foram analisados o n° de células aderidas e os 

aspectos morfológicos das mesmas.  

 Em paralelo, o mesmo procedimento foi realizado e analisado pelo teste 

de exclusão do azul de Tripan. Lamínulas foram coradas com uma diluição de 

1:1 em volume de solução de azul de trypan: meio RPMI e observadas em 

microscópio de luz invertido Zeiss Axiovert (Oberkochen, Alemanha).  

 

7. Avaliação da atividade do veneno de Cvv sobre o ciclo intracelular do 
T. cruzi em células hospedeiras. 
 Para investigar o efeito do veneno de Cvv no ciclo intracelular do parasito, 

células LLC-MK2 foram adicionadas sobre lamínulas previamente aderidas em 

placas de 24 poços como descrito acima. As culturas foram então lavadas e 

infectadas com formas tripomastigotas de cultura (razão 10 parasitos por 

célula). Após um período de 24 h de interação, os parasitos não internalizados 

foram removidos das culturas por repetidas lavagens com PBS e as células 

então cultivadas em meio RPMI suplementado com SFB 2% na presença 

(37,5- 500 ng/ ml) ou ausência do veneno de Cvv (células controle). O meio foi 

mudado a cada 48 h. As lamínulas foram coletadas diariamente por até 96 h, 

lavadas em PBS, fixadas em solução de Bouin, coradas com Giemsa e 

aderidas a lâminas de vidro com Permount. A infecção parasitária foi 

quantificada com o auxílio de um microscópio de luz Zeiss Axioplan 2 

(Oberkochen, Alemanha) equipado com a câmera digital Color View XS. O 

porcentual de células infectadas, o n° de amastigotas por célula infectada e por 

100 células foi determinado por contagem de um total de 500 células por 
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lamínula em pelo menos três experimentos independentes. O LD50 foi estimado 

como a dose que reduziu em 50% o número de amastigotas por célula 

infectada. 

  

8. Avaliação da capacidade de infecção e progressão do ciclo intracelular 
de formas Tripomastigotas Diferenciados na presença de Veneno (TDVs) 
 Ao longo dos ensaios descritos no item anterior, alguns tripomastigotas 

foram liberados no sobrenadante das culturas em tratamento. Estes, nomeados 

Tripomastigotas Diferenciados na presença de Veneno (TDVs), foram 

separados dos restos celulares, de amastigotas e parasitos não viáveis do 

sobrenadante pela centrifugação a 500 x g por 5 min. e mantidos a 37°C por 30 

min. Durante este período, TDVs viáveis se moveram do “pellet” para o meio do 

sobrenadante, o qual foi então coletado e centrifugado a 3000 x g por 12 min. 

O “pellet” obtido desta centrifugação contendo os TDVs foram monitorados 

baseados em sua motilidade e pelo teste de exclusão do azul de Tripan pela 

microscopia de luz, como descrito anteriormente. Os TDVs viáveis foram então 

ressuspendidos em meio RPMI e utilizados na infecção de novas culturas de 

células LLC-MK2 (previamente estabelecidas como descrito acima) na ausência 

do veneno, para avaliar a sua infectividade, em uma razão de 10 TDVs por 

célula. As células foram cultivadas por mais 4- 5 dias em meio RPMI contendo 

SFB 2% a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2. Como controle, células 

LLC-MK2 foram infectadas com tripomastigotas de culturas não tratadas com o 

veneno de Cvv sob as mesmas condições descritas para os TDVs. Após 

repetidas lavagens com PBS, as lamínulas tanto do controle quanto das 

interações, e que foram coletadas diariamente, foram fixadas e coradas como 

descrito previamente. O n° de amastigotas intracelulares por célula infectada e 

por 100 células foi determinado pela contagem de um total de 500 células por 

lamínula, em pelo menos três experimentos independentes. 

 
9. Determinação da atividade de PLA2 através do ensaio turbidimétrico 
adaptado de Marinetti (1965) 
 A atividade da PLA2 foi determinada pelo ensaio turbidimétrico adaptado 

descrito previamente por MARINETTI (1965). A PLA2  na presença de 

fosfolipídeos da gema do ovo libera quantidades equimolares de 
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lisofosfolipídeos e ácidos graxos. O substrato foi preparado pela mistura de 

uma gema de ovo em uma solução de NaCl (150 mM) em um volume final de 

100 ml, e estocado a 4°C até o seu uso na reação. Em cada medida, foram 

preparados diversos tubos com volume final de 0,33 ml de uma solução 

contendo o 10% de substrato em NaCl 150 mM, CaCl2 10 mM, ácido 

taurocólico 0,01% e Tris–HCl 5,0 mM, pH 7,4 até que a absorbância 

espectrométrica atingisse 0,62 e 0,65 nm. Durante o procedimento, os tubos 

foram mantidos a 37°C sob leve e constante agitação. As reações foram 

iniciadas pela adição do veneno de Cvv na faixa de concentração de 0,05- 10 

µg/ml. A especificidade do procedimento foi controlada pela adição de para-

bromo-fenacil-brometo (p-BPB; Sigma), um inibidor específico da PLA2 

(OWNBY, COLBERG & WHITE, 1997; MELO & OWNBY, 1999), utilizado em 

concentrações de 100- 500 µM. Ambos os testes foram realizados visando 

abranger a dose do veneno de Cvv correspondente ao DL50 usada no desafio 

das formas tripomastigotas. A solução estoque de p-BPB (500 mM) foi feita em 

dimetilsulfóxido (DMSO). 

 

10. Desafio das formas tripomastigotas pelo veneno de Cvv previamente 
inibido com pBPB. 
 Tripomastigotas (clone CL-Brener) foram tratados com 0,15, 0,3 e 0,6 

µg/ml do veneno previamente incubado por 30 min., à temperatura ambiente, 

com p-BPB 500 µM, de acordo com protocolo previamente descrito por MELO 

& OWNBY (1999), por 24h a 37°C. Ao mesmo tempo, parasitos também foram 

tratados com as mesmas concentrações do veneno bruto sem a prévia inibição 

pelo p-BPB. Três tipos de células controle foram utilizadas na ausência do 

veneno de Cvv: (i) parasitos incubados apenas em meio RPMI suplementado 

com SFB 10%; (ii) parasitos incubados em meio RPMI suplementado com SFB 

10% com DMSO (a concentração final deste não excedeu 0,1% da razão vol/ 

vol e não apresentou efeito de lise sobre as células); e (iii) parasitos incubados 

em meio RPMI suplementado com SFB 10% apenas com p-BPB. O n° de 

parasitos vivos foi determinado pela contagem de tripomastigotas em câmera 

de Neubauer e foram realizados três experimentos independentes. 
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11. Análise das alterações morfológicas  
11.1. Análise por microscopia eletrônica de varredura 

 Epimastigotas e tripomastigotas foram tratados com 0,5 e 0,3 µg/ml do 

veneno de Cvv por 24 h, respectivamente, lavados duas vezes em PBS e 

fixados por 1 h em glutaraldeído (GA) a 2,5% em tampão cacodilato 0,1M (pH 

7,2) acrescido de CaCl2 5 mM e sacarose 2%. Os parasitos foram então 

lavados no mesmo tampão e aderidos a lamínulas de vidro previamente 

recobertas com poli-L-lisina 0,1% (P.M. 70.000, Sigma) em PBS. Após 15 

minutos de pós-fixação em OsO4 a 1% em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,2), 

contendo ferrocianeto de potássio 0,8% e CaCl2 5 mM, as amostras foram 

lavadas, desidratadas em série crescente de etanol e posteriormente pelo 

método do ponto crítico com CO2 líquido no aparelho Balzers CDP-20. As 

lamínulas foram montadas em suporte de alumínio (“stubs”) e metalizadas com 

uma fina camada de ouro de 20 nm de espessura pelo método de “sputtering” 

no aparelho BAL-TEC CPD030. As amostras foram observadas no microscópio 

eletrônico de varredura JEOL JSM-5310 (Tóquio, Japão) operado a 25 kV. As 

imagens digitais adquiridas foram armazenadas para posterior utilização. 
 

11.2. Análise por microscopia eletrônica de transmissão 

 Epimastigotas e tripomastigotas tratados com 0,5 e 0,3 µg/ml do veneno de 

Cvv, respectivamente, por 1, 4 e 24 h, e tripomastigotas tratados com 0,93 

µg/ml da proteína “catrina-like” por 1, 2 e 24 h foram lavados e fixados como 

descrito anteriormente. Culturas de células LLC-MK2 infectadas ou não, e 

tratadas ou não, aderidas a garrafas de 25 cm2, também foram lavadas em 

PBS e fixadas como descrito acima, ainda aderidas. As células foram então 

gentilmente removidas com o uso de uma espátula de silicone (“rubber 

policeman”), e as células em suspensão foram então coletadas e concentradas 

por centrifugação. Parasitos e células foram então lavados no mesmo tampão e 

pós-fixados em OsO4 a 1% em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,2), contendo 

ferrocianeto de potássio 0,8% e CaCl2 5 mM, por 1h à temperatura ambiente e 

protegidos da incidência de luz. As amostras foram lavadas, desidratadas em 

concentrações crescentes de acetona, impregnadas em resina epoxi Polybed 

812 (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA) e polimerizadas por 72 horas em 
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estufa a 60°C. Seções ultra-finas obtidas em ultramicrótomo Leica (Nussloch, 

Alemanha) foram contrastadas com solução aquosa de acetato de uranila 5% 

por 30 minutos e solução de citrato de chumbo durante 5 minutos ao abrigo de 

luz, à temperatura ambiente. As análises foram feitas pela observação no 

microscópio eletrônico de transmissão FEI Morgagni 268 (Eindhoven, 

Holanda), operando a 80 kV. 

 

12. Análise por citometria de fluxo 
Formas epimastigotas e tripomastigotas de cultura (clone CL-Brener) 

(1x106 parasitos/ ml) foram tratadas com 0,5- 4,0 e 0,15-1,8 µg/ml de veneno 

de Cvv, por 24h, a 28°C e 37°C, respectivamente. Os parasitos então foram 

marcados com (a) iodeto de propídio (IP) 15 µg/ml, corante que não atravessa 

membranas intactas, e desta forma, não se intercala com os ácidos nucléicos 

dos parasitos evidenciando a integridade da membrana plasmática dos 

mesmos (MENNA-BARRETO et al., 2008), e (b) rodamina 123 (Rh123) 

10 µg/ml, composto catiônico que detecta alterações no potencial 

transmembrana mitocondrial (MENNA-BARRETO et al., 2008), por 15 min, a 

28°C e 37°C, respectivamente. As células foram mantidas refrigeradas e na 

ausência de luz até a aquisição dos dados e análise no citômetro de fluxo 

FACScalibur (Bencton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), equipado com o 

software Cell Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San Diego, 

CA, EUA). Foram coletados 10.000 eventos em região previamente 

estabelecida correspondente às populações parasitárias. As fluorescências de 

Rh123 e IP foram captadas, em escala logarítmica, pelos seus respectivos 

filtros (FL-1: 530-25 nm e FL-3: acima de 670 nm). Diferenças na intensidade 

de fluorescência da Rh123 entre parasitos tratados e não tratados foram 

quantificados usando o índice arbitrário de variação (IV) obtido pela equação 

(MT- MC)/ MC, onde MT e MC correspondem às medianas das fluorescências 

dos parasitos tratados e dos controles, respectivamente. Valores de IV 

negativos correspondem à despolarização de membrana mitocondrial. Os 

dados foram obtidos de pelo menos 3 experimentos independentes. 

 

 

13. Caracterização bioquímica do veneno de Cvv 
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13.1. Fracionamento por cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) em 
coluna analítica de fase reversa C8 

Uma amostra de 10 mg do extrato bruto do veneno de Cvv foi dissolvida 

em 1 ml de tampão composto de ácido trifluoracético 0,1% (TFA) em água, 

previamente filtrado em membrana 0,22 µm, e centrifugada a 2.000g por 2 

minutos para a eliminação de material insolúvel. O sobrenadante foi aplicado 

em coluna analítica de fase reversa C8 (Kromasil, Bohus, Suécia) utilizando um 

sistema RP-HPLC (Shimadzu, Japão). A coluna foi pré-equilibrada com o 

mesmo tampão de dissolução do veneno. Foram aplicadas 100 µl de amostra e 

as cromatografias executadas em temperatura ambiente com um fluxo de 0,7 a 

1 ml/ min e monitoradas pela absorbância a 280 nm. As frações retidas na 

resina da coluna foram eluídas com um gradiente de TFA 0,1% em acetonitrila. 

As frações foram coletadas e reunidas de acordo com o perfil protéico obtido 

no cromatograma, concentradas em SpeedVac Concentrator (Savant 

SPD111V, Thermo Scientific) até a completa remoção do tampão de eluição e 

ressuspendidas em água destilada estéril. 

 

13.2. Dosagem de proteína 
A concentração de proteína das frações do veneno foi determinada pelo 

método de BRADFORD (1976) utilizando solução de soroalbumina bovina 

(BSA) na concentração de 1 mg/ml para construção da curva-padrão e 50 µl de 

uma solução de Coomasie Briliant Blue G-250 (Coomasie Blue-G a 0,025%, 

etanol a 11,75% e ácido fosfórico a 21,25%) e 50 µl de PBS pH 7,2. Os ensaios 

foram realizados em placa de 96 poços utilizando um volume de 10 µl de 

amostra para um volume final de reação de 200 µl. A leitura foi realizada, após 

10 min. de contato dos sistemas reacionais com o corante, em leitor de ELISA 

SpectraMax M2 (Molecular Devices) sob o comprimento de onda de 562 nm. 

 

13.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida do veneno de Cvv bruto e 
frações obtidas por RP-HPLC 

 O perfil eletroforético do veneno bruto de Cvv e das frações obtidas por 

RP-HPLC que apresentarem atividades tripanocidas (no item 4.2), foi 

determinado em gel de poliacrilamida segundo protocolo descrito por LAEMMLI 
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(1970). O gel de separação foi preparado na concentração de 16% de 

acrilamida, SDS 0,1% em tampão Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8. O gel de 

concentração foi preparado com 5% de acrilamida, SDS 0,1% em tampão Tris-

HCl 0,5 M, pH 6,8 e foi utilizado um sistema Mini Protean II Cell (BioRad 

Laboratories, Califórnia, EUA). As amostras (10 µg/ml) foram diluídas a 1:4 

(vol/vol) em tampão de amostra 4 X (glicerol 10%, SDS 10%, azul de 

bromofenol 1%, β-mercaptoetanol 7% em tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8) e 

fervidas por 5 minutos a 100°C, antes da aplicação no gel. A corrida do gel 

ocorreu em sistema vertical, com tampão de corrida 1X (glicina 19,2 M, SDS 

0,1%, Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8) sob uma voltagem constante de 120V à 

temperatura ambiente. As bandas protéicas foram visualizadas utilizando-se 

solução corante contendo Coomassie Brilhant Blue R 0,25%, metanol 40% e 

ácido acético 10% em água destilada. Como descorante foi utilizada uma 

solução contendo metanol 35% e ácido acético 10% em água destilada. 

Padrões de proteínas de massas moleculares conhecidas foram utilizados 

aplicando-se 4 µl do marcador de peso molecular Page RulerTM Prestained 

Protein Ladder Plus (Fermentas Life Science, Canadá). 

 

13.4. Digestão tríptica in gel das bandas isoladas correspondes às 
frações purificadas. 

 Os géis de poliacrilamida contendo as bandas referentes às proteínas e 

peptídeos isolados e que apresentaram atividade tripanocida (item 4.2), foram 

digeridos para posterior análise por espectrometria de massas (modificado de 

SHEVCHENKO et al., 1996).  

 As bandas dos géis foram cortadas e completamente descoradas em 

0,5mL de solução acetonitrila 50%/ bicarbonato de amônio 25 mM em água 

deionizada (pH 8,0). Em seguida, as amostras foram desidratadas em 

acetonitrila 100% (2X por 5 min cada), reduzidas em solução ditiotreitol (DTT) 

10 mM por 60 min, à 56°C, e alquiladas em solução de iodoacetamida (IAA) 50 

mM por 45 min, à temperatura ambiente e protegidas da luz. Removida esta 

solução, os fragmentos de géis foram lavados em solução de bicarbonato de 

amônio 100mM por 10 min e novamente desidratados com 100% de 

acetonitrila (2 X por 5 min cada). Os géis foram reidratados em solução de 

100mM bicarbonato de amônio e novamente desidratados em acetonitrila (2 X 
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por 5 min cada). Evaporada toda a acetonitrila, os géis foram digeridos em 

solução de tripsina (Gold-Mass Spec Grade, Promega Madison, WI, EUA) em 

bicarbonato de amônio 50 mM gelado, onde a concentração da enzima era de 

20 ng/µl. Este procedimento foi feito por 45 min em banho de gelo. O excesso 

de solução de tripsina foi removido, e o material foi então incubado por 20h a 

37°C em solução bicarbonato de amônio 50 mM. Após este período, as 

amostras foram extraídas pela adição sequencial de duas soluções de extração 

(sol. 1: ácido fórmico 5% em água e sol 2: ácido fórmico 5% em solução de 

acetonitrila 50%), transferidas para tubos ausentes dos fragmentos de géis, 

concentradas em aparelho Speed VacR plus e armazenadas a -20°C para 

posterior análise. 
 

13.5. Espectrometria de massas 
 As amostras extraídas como descrito anteriormente, foram solubilizadas 

em solução de ácido fórmico 1% e transferidas para tubos específicos para a 

realização das espectrometrias de massas. O seqüenciamento das proteínas 

foi conduzido em plataforma cromatografia líquida acoplada à espectrometria 

de massa tandem (LC-MS/MS) em espectrômetro de massas com fonte de 

ionização por eletrospray (ESI) e analisador de massas híbrido Q-Tof Micro 

(Waters, Micromass), acoplado a um sistema on-line de HPLC nano Acquity 

(Waters). 

 Os peptídeos foram separados por coluna Symmetry C18 em tampão A 

(ácido fórmico 0,1%, acetonitrila 5% em água deionizada) com um gradiente de 

50 min do tampão B (ácido fórmico0,1%, acetonitrila 95% em água deionizada), 

em fluxo de 0,4 µl/ min. O gradiente estabelecido foi: 95%A/ 5%B (0 min.)/ 

85%A/ 15%B (1 min.)/ 65%A/ 35%B (35 min.)/ 40%A/ 60%B (40 min.)/ 40%A/ 

60%B (44 min.)/ 95%A/ 5%B (45 min.). A ionização por ESI foi realizada com a 

voltagem da fonte ajustada para 3,5 kV e temperatura do cone a 90°C. Todos 

os parâmetros foram definidos pelo programa MassLynx v 2.1. 

 Este modelo de analisadores associados (tandem) do tipo quadrupolo e 

tempo de vôo (Q-TOF) conta com um sistema Nanolock Spray (Waters, 

Micromass), que corrige as variações de calibração que ocorrem ao longo do 

período de aquisição dos espectros de cada amostra. Todas as aquisições 

foram calibradas com uma solução de ácido fosfórico a 1% em acetonitrila 50% 
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em água purificada, e adquiridas em fluxo contínuo, onde foram adquiridos 1 

espectro de 1 segundo (Inter Scan Time 0,1 s) em frequência de 20 segundos. 

 As frações purificadas também foram analisadas em ionização a laser 

assistida por matriz MALDI-TOF Voyager-DETM PRO (Applied Biosystems) para 

confirmação da pureza das amostras e confirmação das massas moleculares. 

As frações foram misturadas com uma matriz de ácido α-cyano 4-

hydroxicinâmico em solução de acetonitrila 50% e TFA1%. Os espectros foram 

adquiridos no modo refletido com o dispositivo “extração atrasada”, na faixa 

massa/ carga de 800 a 4000 daltons. As misturas foram aplicadas (1 µl) na 

placa de MALDI e secas à temperatura ambiente. Em seguida, os 

espectrômetros foram calibrados utilizando como padrão uma mistura 

comercial de peptídeos de massa conhecida: Calmix1 (Applied Biosystem). As 

massas dos íons observados correspondiam às massas dos peptídeos obtidos 

a partir das frações purificadas e detectados no espectrômetro (mapa 

peptídico). 

 

 13.6. Análise dos peptídeos por bioinformática 
Os espectros MS/MS gerados pela espectrometria de massas de cada 

amostra foram avaliados quanto à similaridade de estrutura primária utilizando 

os programas MASCOT MS/MS Ion Search (www.matrixscience.com).  

 

13.7. Identificação das proteínas 
 A identificação dos espectros e possíveis similaridades com proteínas 

previamente isoladas e caracterizadas foi feita automaticamente. O programa 

MASCOT calculou uma pontuação para cada proteína encontrada a partir da 

probabilidade daquela identificação ser um evento aleatório.  

 

14. Ensaios em camundongos 
14.1. Animais  
Foram utilizados camundongos suíços adultos (25-30g) que receberam água e 

ração ad libitum, mantidos em ciclo de luz natural, para a realização dos ensaios de 

miotoxicidade e sobre a hemostasia dos composto isolado “catrina-like”, visando o 

estabelecimento de faixas de concentração limítrofes para futuros ensaios de 

interação e tratamento in vivo. Todos os ensaios com animais foram feitos em acordo 
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com os padrões de cuidado animal estabelecidos pela Comissão de Avaliação do Uso 

de Animais em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde (CAUAP-UFRJ), da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

 

14.2. Avaliação da atividade miotóxica in vitro da proteína “catrina-
like”  

 A miotoxicidade in vitro foi avaliada pela determinação da atividade de 

creatino quinase (CK) liberada dos músculos EDL (extensor digitorum longus) 

banhados em solução nutridora, como descrito por MELO & OWNBY (1996). 

Os ensaios foram realizados à temperatura ambiente.  

 Foram retirados os membros posteriores de cada animal, os músculos 

EDL cuidadosamente isolados e transferidos para unidades coletoras de 

amostras de 2,5 ml de capacidade, onde foram perfundidos continuamente à 

taxa de 2,5 ml/min com solução de Ringer fisiológica (PSS- Physiological 

Saline Solution), equilibrada e com 95% O2- 5% CO2 e pH ajustado para 7,40 ± 

0,02. A composição do PSS (em mM): NaCl, 135; KCl, 5; CaCl2, 2; NaHCO3, 

15; NaHPO4, 1; glicose, 11. A cada 30 min, as soluções de perfusão foram 

trocadas por soluções frescas, e as coletadas sendo armazenadas a 4°C até a 

determinação da atividade de CK, utilizando kit diagnóstico (Sigma Chemical 

Co).  

 Às amostras coletadas foi adicionada albumina bovina 0,1% a fim de 

estabilizar a minimizar a perda da atividade enzimática. A atividade de CK foi 

expressa em U/l, onde uma unidade é a atividade que caracteriza a 

transformação de 1 µmol de NAD/ min a 25°C. A atividade de CK liberada pelo 

músculo isolado foi expressa em unidades de enzimas liberadas no meio, por 

grama, por hora de coleta (U.g.-1h-1). A liberação basal refere-se à enzima 

liberada pelos músculos no meio nutridor em condições de repouso, no início 

dos ensaios, depois da preparação ter sido monitorada nas unidades coletoras 

de amostras e ter ficado em solução nutridora normal por aproximadamente 1 

hora. Em todos os experimentos, a proteína “catrina-like” foi adicionada ao 

meio nutridor nas concentrações de 0,93 µg/ ml após a coleta da solução 

controle. Após a coleta das amostras para a análise de CK, os músculos foram 

removidos das unidades coletoras, limpos de tecido adiposo e tendões, secos 

em papel de filtro absorvente e pesados. 
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 Para determinar o conteúdo total de CK nos músculos, os músculos EDL 

banhados somente em PSS foram fragmentados, homogeneizados em 2 ml de 

PSS e albumina 0,2% e utilizados para determinar a atividade de CK no 

homogeneizado após diluído 1:10. O conteúdo de CK foi expresso em U.g.-1. 

Em todos os experimentos foram utilizados pares de músculos do mesmo 

animal, sendo que cada ensaio foi realizado em triplicata. 

 

15. Análise estatística 
 Os dados quantitativos obtidos a partir dos ensaios com as frações 

bioquímicas, foram submetidos ao teste estatístico de Kruskal-Wallis através do 

programa BioEstat 2.0 para Windows (Sociedade Civil Mamirauá, Brasília, DF, 

Brasil). As amostras foram consideradas estatisticamente diferentes quando 

p<0,05. 
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V. RESULTADOS 
 
1. Efeito direto do veneno bruto de Cvv  
 Formas epimastigotas (clones Dm28C e CL-Brener) foram cultivadas por 

5 dias em meio LIT contendo diferentes concentrações do veneno de Cvv, e a 

porcentagem de parasitos vivos foi avaliada (Tabela 5). O DL50 (50% de 

inibição de crescimento) após 24 h de tratamento foi de 0,5 ± 0,18 µg/ ml, e 

após 96 e 120 h os valores foram de 0,9 ± 0,43 e 1 ± 0,49 µg/ ml, 

respectivamente. O DL50 para formas tripomastigotas (clones Dm28C e CL-

Brener) foi de 0,3 ± 0,19 µg/ml (Tabela 5). Não houve crescimento quando os 

parasitos foram tratados com 8-500 µg/ml do veneno bruto de Cvv.  

  

Tabela 5. Diferentes valores de DL50 obtidos pelos tratamentos das formas 

epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas intracelulares do T. cruzi com o 

veneno bruto de Cvv 

Dias de 
tratamento 

Epimastigotas Tripomastigotas Amastigotas 
intracelularesd,e

1    0,5 ± 0,18a 0,3 ± 0,19b 0,075 ± 0,01 

2 0,6 ± 0,12 Nrc 0,037 ± 0,03 

3 0,7 ± 0,12 Nr 0,029 ± 0,03 

4 0,9 ± 0,43 Nr          0,17 ± 0,02 

5 1,0 ± 0,49  Nr Nr 
 
aValores de DL50 expressos em µg/ml 
bMédia ± desvio padrão. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e em pelo menos três 
experimentos independentes
cNão realizado 
dDeterminado por contagem diária do n° de amastigotas por célula infectada 
eParasitos do clone CL-Brener 

 

O DL50 do tratamento do veneno de Cvv sobre as formas amastigotas 

intracelulares (Tabela 5) foi determinado nos diferentes dias pós-infecção 
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considerando o n° de amastigotas por célula infectada. O DL50 obtido após 24 h 

de tratamento foi de 0,075 ± 0.01 µg/ml, o menor valor dentre as três formas 

morfológicas analisadas.  

 A perda de viabilidade dos epimastigotas e tripomastigotas foi avaliada 

pela microscopia de luz através do teste de exclusão do azul de Tripan (não 

mostrado) e pela citometria de fluxo através da marcação do iodeto de propídio 

(IP). Formas epimastigotas e tripomastigotas incubadas por 24 h na presença 

de 0,5 e 0,3 µg/ ml do veneno de Cvv, respectivamente, e então marcadas com 

IP apresentaram cerca de 59% e 43% de células não viáveis, respectivamente. 

Os valores relativos a esta marcação na presença de diferentes concentrações 

do veneno estão apresentados na Tabela 6 (apresentada mais à frente). 

 

2. Efeito direto do veneno bruto de Cvv previamente fervido 
No intuito de avaliar se a ação do veneno de Cvv contra o T. cruzi seria 

em função da presença de componentes protéicos e enzimas presentes no 

mesmo ou devido à atividade de outros tipos de compostos (alcalóides e/ou 

outros componentes orgânicos, por exemplo), o veneno de Cvv foi fervido por 

diferentes períodos de tempo e usado no tratamento de formas epimastigotas 

(clone Dm28C), sempre na concentração de 0,5 µg/ml (Fig. 12).  

A fervura do veneno de Cvv por 7,5 min não foi capaz de abolir 

completamente a atividade antiproliferativa do mesmo, sendo detectada um 

efeito inibitório parcial de cerca de 10-14% na proliferação dos parasitos até o 

3° dia após o início do tratamento. As demais fervuras aboliram completamente 

o efeito inibitório de veneno de Cvv, não havendo diferenças entre parasitos 

incubados apenas em meio LIT e os que foram incubados com o veneno de 

Cvv por 15 e 30 min. 
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Figura 12. Efeito do veneno de Cvv previamente fervido sobre a proliferação de epimastigotas 

do T. cruzi. Os parasitos foram incubados por até 3 dias, a 28°C, com 0,5 µg/ml do veneno de 

Cvv previamente fervido por 7,5 (-∆-), 15 (-X-) e 30 (-Ο-) minutos a 95°C. Todos os 

tratamentos foram comparados a proliferação dos parasitos em meio LIT na ausência de 

veneno (-◊- controle negativo) ou na presença de 0,5 µg/ml do veneno de Cvv sem fervura 

prévia (-□- controle positivo). Valores médios de três experimentos independentes. 

 

3. Alterações morfológica geradas pelo veneno de Cvv em formas 
epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi 

As alterações morfológicas apresentadas nas formas epimastigotas (Fig. 
13) e tripomastigotas (Fig. 14) (ambas pertencentes ao clone CL- Brener) 

foram observadas pela microscopia eletrônica de varredura (MEV) após 24h de 

tratamento com 0,5 e 0,3 µg/ml de veneno de Cvv, respectivamente.  

A maior parte dos parasitos tratados apresentou inchaço do corpo 

celular quando comparados aos parasitos não tratados (Fig. 13B-D, 14B-D) e 

ocasionalmente foram observados parasitos com formas completamente 

alteradas (Fig. 13C, 14C-D). Alguns epimastigotas também apresentaram uma 

intensa torção do corpo celular (Fig. 13D). O tratamento também ocasionou o 

aparecimento de projeções e o rompimento da membrana plasmática em 
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tripomastigotas tratados, indicando uma desorganização intensa na membrana 

destes parasitos (Fig. 14E-H). 

A ultraestrutura dos parasitos tratados foi avaliada pela microscopia 

eletrônica de transmissão (MET) (Fig. 13 e 14). As alterações mais freqüentes 

que foram observadas nas formas epimastigotas foram inchaço do corpo 

celular com uma aparente perda de organização das organelas, vacuolização 

citoplasmática (Fig. 13E-H), inchaço da mitocôndria com alterações nas 

membranas desta organela e a presença de figuras de mielina (Fig. 13E, F, H), 

e perda de componentes citoplasmáticos (Fig. 13E, H). Eventualmente, 

diversos epimastigotas completamente lisados puderam ser observados. A 

morfologia do núcleo também apresentou alterações caracterizadas por 

mudanças no formato e na organização da cromatina, bem como um aparente 

escape de seu conteúdo (Fig. 13G).  

Os tripomastigotas tratados com o veneno de Cvv apresentaram um 

“alargamento” do espaço entre o núcleo e o citoplasma (Fig. 14F, inset). As 

alterações mitocondriais notadas em alguns dos parasitos tratados eram 

similares às verificadas nas formas epimastigotas (Fig. 14J). O veneno 

também causou uma intensa vacuolização do citoplasma, não permitindo a 

visualização das estruturas e organelas (Fig. 14H). Contudo, na maioria dos 

tripomastigotas pode-se observar um citoplasma denso com organelas 

inchadas e “blebs” de membrana projetando-se do corpo celular e das porções 

de membrana do flagelo. Em alguns destes “blebs”, puderam ser observadas 

rupturas na estrutura da membrana (Fig 14F, G, I, J). Apesar do dano 

mitocondrial em ambas as formas morfológicas, a integridade da rede de kDNA 

do cinetoplasto aparentemente não foi alterada (Fig. 13F, H, 14 G, I). 
O inchaço mitocondrial apresentado pelos parasitos tratados através da 

MET, fez com que tratássemos ambas as formas do T. cruzi com veneno de 

Cvv por 24 h e os marcássemos com Rh 123 para posterior análise por 

citometria de fluxo. As análises confirmaram os dados observados na 

ultraestrutura. Quando epimastigotas e tripomastigotas foram tratados 

respectivamente com 0,5 e 0,3 µg/ml de veneno de Cvv por 24 h, e então 

incubados com Rh 123, foi observado um decréscimo na fluorescência, 

sugerindo uma interferência mediada pelo veneno no potencial próton 

eletroquímico da membrana da mitocôndria. A redução nos valores das 
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medianas das fluorescências de epimastigotas e tripomastigotas tratados foi 

dose-dependente, com valores de IV chegando a -0,76 e -0,34 após o 

tratamento com os respectivos valores de DL50 (Tabela 6).  

 

 

 

 

Tabela 6. Análise por citometria de fluxo do T. cruzi tratado com veneno de 

Cvv e marcado com IP e Rh 123 

 µg/ml Mediana 
Rh123 

IVa IP (%)b 

Epimastigotas 0 280,0c ± 14,2 0,00 0,03 ± 0,01 
 0,5 67,3 ± 2,1 -0,76 59,0 ± 0,2 
 1,0 64,6 ± 0,9 -0,77 67,2 ± 1,4 
 2,0 48,6 ± 1,2 -0,82 89,1 ± 3,3 
 4,0 45,3 ± 1,4 -0,84 99,0 ± 0,5 
Tripomastigotas 0 50,2 ± 3,8 0,00 1,2 ± 0,24 
 0,15 35,1 ± 0,2 -0,30 19,0 ± 3,6 
 0,3 32,9 ± 0,7 -0,34 43,2 ± 0,7 
 0,9 24,5 ± 0,9 -0,51 68,7 ± 2,5 
 1,8 17,6 ± 1,1 -0,65 86,9 ± 3,9  

Tratamento de epimastigotas e tripomastigotas (clone CL-Brener) com veneno 

de Cvv por 1 dia em meio LIT a 28°C e em meio RPMI a 37°C, 

respectivamente. 
a Índice Arbitrário de Variação - IV = (MT-MC)/MC, onde MT e MC correspondem às medianas 

de fluorescência médias de parasitos tratados e controle, respectivamente. 
b Porcentagem de células IP-positivas. 
c Dados representados pela média ± desvio padrão de 3 experimentos independentes. 
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Figura 13. Efeito do veneno de Cvv sobre a ultraestrutura de epimastigotas do T. cruzi através 

da microscopia de transmissão (A, E-H) e de varredura (B-D). Os parasitos foram tratados com 

0,5 µg/ml do veneno de Cvv por 1 dia. A-B: epimastigotas não tratados, mostrando um corpo 

celular típico alongado e organelas como núcleo (N), complexo de Golgi (GC) (cabeça de seta 

em A), cinetoplasto (k), mitocôndria (seta em A) e reservosomos (R); C-D: parasitos tratados 

apresentando corpo celular inchado e retorcido (estrela branca); E-H: parasitos tratados com 

desorganização interna. O veneno causou um intenso inchaço de todo o parasito incluindo 

todas as organelas, com perda de componentes citoplasmáticos (E). Foi observada a presença 

de “blebs” projetando-se da membrana do corpo celular (seta em F e H). Alterações 

morfológicas também foram observadas na membrana nuclear (cabeça de seta em G). (H) 

Alguns reservosomos apresentaram-se alterados e também foram detectadas a ocorrência de 

figuras de mielina na mitocôndria (estrela). Barras: A, E-G: 300 nm; B-D: 2 µm. 

 

 56



 

 
Figura 14. Efeito do veneno de Cvv sobre a ultraestrutura de tripomastigotas do T. cruzi 

observados através da microscopia eletrônica de transmissão (A, F-J) e varredura (B-E). Os 

parasitos foram tratados com 0,3 µg/ml de veneno por 1 dia. (A, B) Parasitos controle 

apresentando morfologia típica, onde núcleo (N) e cinetoplasto (k) encontram-se com suas 

características normais. (C-E) Parasitos tratados com corpo celular inchado e retorcido (estrela 

branca em C e D), perda da integridade de membrana e lise celular (E e H). As principais 

alterações na ultraestrutura dos tripomastigotas observadas pela MET foram a contração da 

membrana nuclear (cabeça de seta no inset e em F), a presença de áreas claras no 

citoplasma, projeção de “blebs” do corpo celular (seta em G) e da membrana do flagelo (setas 

em F e I), e a presença de organelas inchadas (G). (J) Note uma mitocôndria apresentando 

inchaço (estrela preta). Barras: A, F-J: 300 nm; B-E: 2 µm.  
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4. Desafio de formas tripomastigotas pelo veneno de Cvv 
previamente inibido com p-bromofenacil brometo (pBPB). 

As alterações morfológicas observadas na membrana citoplasmática e 

nas organelas dos parasitos tratados nos sugestionou a considerar que estas 

poderiam ser o alvo ou um dos alvos iniciais de ação do veneno de Cvv. Desta 

forma, para avaliar a atividade da fosfolipase A2 (PLA2) presente no veneno 

bruto, foi realizado o ensaio turbidimétrico adaptado de MARINETTI (1965).  

Atividade significativa foi observada no veneno bruto de Cvv nas 

diferentes concentrações utilizadas ao longo destes ensaios. A absorbância do 

substrato específico foi reduzida em quase a metade após a adição de 0,1- 19 

µg/ ml do veneno de Cvv (Fig. 15A). A atividade catalítica da PLA2 presente em 

0,3 µg/ml de veneno foi inibida em mais de 60% na presença de p-BPB 500 

µM, inibidor específico desta enzima (Fig. 15B). O p-BPB também mostrou 

efeito inibitório sobre a atividade lítica do veneno de Cvv sobre as formas 

tripomastigotas (clone CL-Brener). Parasitos incubados por 24 h na presença 

de 0,15, 0,3 e 0,6 µg/ml de veneno apresentaram 30, 52 e 80% de lise, 

respectivamente. Quando estes parasitos foram incubados com veneno 

previamente inibido com 500 µM de p-BPB, a razão de lise ficou entre 12-57% 

(Fig. 15C). Assim, a atividade de PLA2 presente no veneno bruto, como 

determinado pela inibição pelo p-BPB, pode estar envolvida não apenas na lise 

do parasito mas também em outros efeitos observados através da microscopia 

eletrônica. 

 

 58



 
Figura 15. Atividade da fosfolipase A2 no veneno bruto de Cvv e sua inibição pelo para-
Bromo-Fenacil Brometo (pBPB). (A) Curva da atividade fosfolipásica do veneno de Cvv 

(0,05-10 µg/ml) na presença de substrato específico. A atividade enzimática foi medida 30 min 

após a adição de 0,05-10 µg/ml de veneno à solução de substrato. (B) Efeito do pBPB (100-

500 µM) sobre a atividade fosfolipásica do veneno de Cvv (0,3 µg/ml). Dados estão expressos 

como médias ± desvio padrão (n=5). (C) Avaliação da atividade lítica do veneno previamente 

inibido pelo p-BPB sobre formas tripomastigotas (clone CL-Brener). Os parasitos foram 

incubados por 1 dia em meio RPMI na presença de 0,15, 0,3 e 0,6 µg/ml de veneno de Cvv 

normal ou incubado com p-BPB (500 µM). Foram usados os seguintes controles: (i) parasitos 

incubados em meio RPMI suplementado com SFB 10% (parasitos + RPMI); (ii) parasitos 

incubados em meio RPMI contendo DMSO na mesma diluição presente nas soluções finais de 

p-BPB (parasitos + DMSO); (iii) parasitos incubados em meio RPMI com p-BPB 500 µM 

(parasitos + p-BPB). 
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6. Avaliação citotóxica do veneno bruto de Cvv sobre células LLC-
MK2

Um importante aspecto da quimioterapia de doenças causadas por 

parasitos intracelulares é se a droga é capaz de acessar o citoplasma das 

células hospedeiras e interferir com o crescimento e diferenciação das formas 

intracelulares. Contudo, é possível que a droga afete diretamente a célula 

hospedeira, interferindo com a determinação de tais resultados. Desta forma, 

foram realizados ensaios visando estabelecer uma faixa de concentração do 

veneno bruto de Cvv passível de ser usada em posteriores ensaios de 

atividade sobre células hospedeiras infectadas. 

Células LLC-MK2 foram submetidas ao tratamento com 0,001- 1 mg/ml 

de veneno de Cvv bruto por até 120 h, e processadas para análise sob a 

microscopia de luz e eletrônica de transmissão (Fig. 16). A quantificação da 

proliferação celular foi feita dia-a-dia a partir de células coradas com Giemsa e 

analisadas pela microscopia de luz (Fig. 16A). Lise, inibição de crescimento e 

alterações estruturais foram detectadas apenas na concentração de 1 mg/ml já 

nas primeiras 24 h de tratamento (Fig. 16A, C), onde as células apresentavam 

arredondamento da forma, perda de adesão e intensa vacuolização 

citoplasmática (Fig. 16C). A faixa de concentração 0,001- 0,1 mg/ ml não 

ocasionou diferenças significativas na proliferação das células tratadas em 

relação as controle (Fig. 16A) e nem alterações morfológicas nos diferentes 

intervalos de tempo (Figs. 16B, D). Esta faixa de concentração testada é muito 

maior que as utilizadas nos ensaios sobre amastigotas intracelulares (Tabela 
5). 
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Figura 16. Avaliação da toxicidade do veneno bruto de Cvv sobre células LLC-MK2 por 
até 120h. (A) Curva de crescimento das células LLC-MK2 na presença de 0,001-1 mg/ ml por 

até 120 h de tratamento. As culturas foram mantidas em meio RPMI suplementado com SFB 

2% a 37°C. Note que apenas a concentração de 1 mg/ml se mostrou tóxica as células, 

havendo total perda de adesão das culturas após 72 h de tratamento. (B). Sequência de 

imagens que mostram células tratadas com 0,1 mg/ml de veneno de Cvv em diferentes 

intervalos de tempo e que não apresentam diferenças morfológicas entre si. (C). Células 

tratadas na concentração de 1 mg/ml apresentando características morfológicas indicativas de 

toxicidade, como vacuolização citoplasmática e arredondamento da forma. (D). Ultraestrutura 

típica de célula LLC-MK2 tratada por 72 h com 0,1 mg/ml do veneno de Cvv, confirmando a não 

toxicidade desta concentração para as células hospedeiras. Barras: B-C: 50 µm; D: 300 nm. 
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7. Avaliação da atividade do veneno bruto de Cvv sobre células LLC-
MK2 infectadas com T. cruzi. 

A observação de células LLC-MK2 infectadas e não tratadas através da 

microscopia de luz demonstrou um aumento progressivo na quantidade de 

amastigotas intracelulares nos diferentes dias dos experimentos (Tabela 7 e 

Fig. 17C).  

Culturas de células LLC-MK2 infectadas com parasitos do clone CL-

Brener, e posteriormente tratadas com diferentes doses do veneno de Cvv, 

mostraram um significativo decréscimo no n° de parasitos por célula infetada 

(Fig. 17A) e no n° de parasitos por 100 células (Fig. 17B), quando comparadas 

às culturas não tratadas. Células infectadas incubadas por 72 h na presença de 

37,5 ng/ml do veneno de Cvv apresentaram redução de cerca de 76 e 94% no 

n° de parasitos por célula infetada e no n° de parasitos por 100 células, 

respectivamente (Fig. 17C, D). A incubação de células infectadas com 150 

ng/ml do veneno não apenas inibiu significativamente o crescimento intracelular 

após 72 h de tratamento, como também causou um considerável decréscimo 

no n° de parasitos por célula infectada (Fig. 17A).  

A análise da ultraestrutura dos amastigotas intracelulares após 48 h de 

tratamento mostrou diferenças significativas na estrutura da célula, quando 

comparadas às do controle. As células apresentaram vacúolos inchados e lise 

da membrana celular (Fig. 17E, F).  

Um grande n° de parasitos livres foi observado apenas no sobrenadante 

de culturas de células LLC-MK2 infectadas e tratadas com concentrações 

menores que 250 ng/ml (Fig. 17D) após 48 h de tratamento. As formas 

morfológicas observadas consistiam de amastigotas, formas intermediárias e 

tripomastigotas diferenciados na presença do veneno (TDVs). A marcação dos 

TDVs com o azul de Tripan indicou que 89% destes eram de formas não 

viáveis, e a análise ultraestrutural (Fig 18) mostrou que estes parasitos 

apresentavam intenso inchaço das diferentes organelas e grande 

desorganização interna (Fig. 18B), mitocôndrias alteradas (Fig. 18B-C) e perda 

de conteúdo nuclear (Fig. 18C). 
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Figura 17: Células LLC-MK2 infectadas e tratadas com o veneno de Cvv. Microscopia de luz 
(C-D) e eletrônica de transmissão (E-F). (A-B) A infecção das células LLC-MK2 foi quase 
abolida após o tratamento com 150 ng/ml do veneno por 4 dias. Um baixo nível de infecção 
também foi mantido com 37,5 e 75 ng/ml do veneno no mesmo período. (C, E) Células não 
tratadas após 72 h de infecção evidenciando as altas taxas de infecção, com a presença de 
muitos amastigotas intracelulares (cabeças de setas). Pela MET, os parasitos intracelulares 
com típica morfologia do núcleo (N), cinetoplasto (k) e flagelo (F). (D) Células tratadas com 
37,5 ng/ml por 48 h apresentaram um baixo nível de infecção, com poucos amastigotas 
intracelulares (cabeças de setas). As células LLC-MK2 não apresentaram alterações 
morfológicas nos 4 dias de tratamento. (F) Os amastigotas intracelulares após 48 h de 
tratamento com 37,5 ng/ml de veneno apresentaram um intenso inchaço dos compartimentos 
citoplasmáticos (estrela preta), com ruptura da membrana celular. Barras: C-D: 20 µm; E-F: 1 
µm. 

Considerando a possibilidade que até mesmo 10% de parasitos viáveis 

serem capazes de perpetuar uma infecção, os TDVs (clone CL-Brener) foram 
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submetidos a uma nova infecção na ausência do veneno. O isolamento dos 

TDVs viáveis e tripomastigotas controle foi feito a partir de uma centrifugação 

moderada do meio de cultura, seguida da incubação a 37ºC para que as 

formas viáveis e móveis deixassem o “pellet” e enriquecessem o sobrenadante, 

de onde eles foram novamente isolados por nova centrifugação.  

Houve uma redução progressiva de 63-92% no n° de células infectadas 

no período de 48-144 h pós-infecção das células LLC-MK2 (Tabela 7). O n° de 

amastigotas por 100 células também teve uma redução significativa neste 

mesmo período. Após 48 h de infecção, 15 amastigotas diferenciados a partir 

da infecção por TDVs foram observados por 100 células LLC-MK2, o que 

representa uma redução de cerca de 74% em relação ao n° de parasitos 

intracelulares observados em células infectadas com tripomastigotas controle. 

Após 144h de infecção, foi observada uma redução de 96% (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Evolução da proliferação de amastigotas intracelulares derivados  

da infecção de células LLC-MK2 por TDVs.  
 

Horas pós-
infecção  

Controle 

% de 
células 

infectadas 

 

TDV 

% de 
células 

infectadas 

% redução Controle 

No de 
amas/100 

céls 

TDV 

No de 
amas/100 

céls 

% redução 

48 27,5 ± 3,2* 9,7 ± 0,5 63,0 ± 2,0 58,4 ± 20,1 15,2 ± 2,5 74,0 ± 4,3 

72 29,4 ± 4,8 9,7 ± 0,8 67,1 ± 2,9 71,8 ± 25,1 14,5 ± 2,3 79,7 ± 3,2 

96 32,8 ± 9,4 4,4 ± 1,7 86,5 ± 5,3 84,2 ± 32,3 6,4 ± 2,0 92,4 ± 2,3 

120 42,4 ± 15,8 3,7 ± 0,4 91,2 ± 1,1 106,8 ± 9,4 5,9 ± 0,2 94,4 ± 0,2 

144 43,9 ± 17,0 3,5 ± 0,3 92,0 ± 0,7 114,7 ± 8,5 4,4 ± 0,6 96,1 ± 0,5 

 

*Média ± desvio padrão. Todos os ensaios foram feitos em triplicata e em 3 experimentos 

independentes. 
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Figura 18. Ultraestrutura dos TDVs. A análise 

através da MET dos TDVs obtidos do 

sobrenadante de células LLC-MK2 tratadas 

com o veneno de Cvv (B-C) mostrou um 

grande desorganização interna, com muitas 

organelas inchadas (estrela em B); alterações 

na organização da cromatina e a perda de 

conteúdo nuclear, assim como o 

citoplasmático (C); inchaço mitocondrial e 

perda de conteúdo da matriz, em comparação 

ao tripomastigota controle (A). Núcleo (N), 

mitocôndria (M) Complexo de Golgi (CG), 

cinetoplasto (k) e bolsa flgelar (BF). Barras: 

0,3 µm. 
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8. Caracterização bioquímica do veneno de Cvv  
 No total, foram realizadas 26 corridas cromatográficas em coluna analítica 

de fase reversa C8 em cromatógrafo de alta resolução (RP-HPLC), com 

gradientes de eluição distintos, visando uma melhor purificação dos 

componentes do veneno de Cvv bruto. Todas as amostras eluídas foram 

previamente concentradas para remoção do tampão orgânico, ressuspendidas 

em água destilada estéril e então submetidas aos ensaios de atividade. 

A primeira corrida cromatográfica foi realizada em um fluxo de 0,7 ml/ min 

e gerou um total de 60 frações eluídas, agrupadas segundo o perfil do 

cromatograma gerado (Fig. 19). Um total de cinco frações foi gerado para os 

ensaios de atividade sobre as forma tripomastigotas do T. cruzi: Fração 1 

(tubos 4 e 5); fração 2 (tubos 18 a 20); fração 3 (tubo 21 a 24); fração 4 (tubos 

25 a 27); e fração 5 (tubos 28 a 32).  

 

Figura 19: 1ª corrida cromatográfica do veneno de Cvv em coluna C8 por RP-HPLC, que resultou 

em 5 frações para ensaios de atividade sobre tripomastigotas. 
 

Destas 5 frações, apenas a fração 1, correspondente ao primeiro pico 

(tubos 4 e 5) não apresentou atividade (apenas 6,9 ± 3,7 % de atividade na 

máxima dose testada) e nem diferença estatística em relação ao grupo controle 

(p= 0,2482). Todos os ensaios realizados após esta primeira separação 
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cromatográfica foram feitos com as concentrações de 0,3, 0,6, 1,2 e 2,4 µg/ ml. 

A fração 5 foi a que se mostrou mais ativa, chegando a 100% de lise após 24 h 

de tratamento com 2,4 µg/ ml (Fig. 20), apresentando um DL50 de 0,48 ± 0,01 

µg/ ml. As demais frações apresentaram, em ordem crescente de concentração 

de DL50, de 0,57 ± 0,19 (fração 2), 0,75 ± 0,58 (fração 4) e 1,33 ± 0,64 (fração 

3) µg/ ml. Apesar dos diferentes valores de DL50 e porcentuais de lise 

apresentados pelas frações 2-5, apenas as de n° 3 e 5 apresentaram diferença 

estatística significativa entre si (p<0,05), as demais frações apresentaram 

diferenças apenas em relação ao grupo controle (p<0,05).  

 

 
 
Figura 20: Atividade de lise das frações 2-5 obtidas a partir da primeria corrida 

cromatográfica, onde a fração n° 5 apresentou a menor concentração necessária para lisar os 

tripomastigotas após 24 h de tratamento. Houve diferença significativa apenas entre as 

frações 3 e 5 (p<0,05). 

 

Em função dos dados obtidos com o primeiro fracionamento, foi 

executada uma segunda corrida cromatográfica, também realizada em um fluxo 

de 0,7 ml/ min e que gerou um total de 50 frações eluídas e agrupadas 

segundo o perfil do cromatograma gerado (Fig. 21).  

Foram geradas um total de 3 frações para avaliação da atividade: 

Fração 1 (apenas o tubo 17), fração 2 (tubos 18 a 21) e fração 3 (tubos 22 a 
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26). Destas, a fração 1 apresentou uma incipiente atividade de cerca de 12 ± 

8,8 % de lise após tratamento com 2,4 µg/ ml por 24 h de incubação, mas que, 

no entanto, difere estatisticamente em relação ao grupo controle (p= 0,0209). O 

tratamento com as frações 2 e 3 chegou a 100% de lise com a mesma dose e o 

mesmo período, com valores de DL50 de 0,54 ± 0,13 e 0,40 ± 0,02 µg/ ml, 

respectivamente (Fig. 22). O tratamento com estas duas frações não 

apresentou diferença estatística significativa entre elas em relação ao 

porcentual de lise, apenas em relação ao grupo de parasitos não tratados 

(p<0,05). 

 

Figura 21: Cromatograma referente ao segundo fracionamento do veneno de Cvv por RP-
HPLC, onde foram testadas 3 frações totais referentes aos “vials” 17 a 26. 

 

 
Figura 22: Atividade de lise das frações 2 e 3 obtidas após o segundo fracionamento do 

veneno de Cvv. Não houve diferença significativa entre o tratamento com ambas as frações 
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(p= 0,7728), apenas com relação ao controle (p<0,05). 
Buscando uma melhor separação dos picos apresentados nos 

cromatogramas e consequentemente, dos componentes do veneno de Cvv, o 

gradiente de corrida do tampão B (TFA 0,1% em acetonitrila) em função do 

tempo foi novamente alterado. Desta cromatografia foram geradas 60 frações 

que foram testadas isoladamente, não havendo, portanto, nenhum 

agrupamento como nas duas separações ocorridas anteriormente (Fig. 23). A 

corrida cromatográfica foi realizada em um fluxo de 1 ml/ min.  

 

 
Figura 23: Cromatograma referente ao terceiro fracionamento do veneno de Cvv, onde pode 

ser observada uma melhor separação dos picos.  

 

Como nos ensaios anteriores, as concentrações de DL50 que 

apresentaram atividades tripanocidas se iniciaram em 0,48 µg/ ml, e as frações 

testadas eram compostas de picos cromatográficos agrupados, ou seja, sem 

isolados puros, o processo de avaliação de atividade de todas as 60 frações foi 

otimizado pela faixa de concentração de 0,6 a 4,8 µg/ ml de cada fração. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e foram detectadas oito 

frações (as de n° 21, 23, 32, 34, 35, 36, 37 e 42) com atividade tripanocida. 

Destas, as que se mostraram mais ativas após 24 h de tratamento foram as de 
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n° 21 (DL50 de 0,5 ± 0,13 µg/ ml) e 35 (DL50 de 0,55 ± 0,09 µg/ ml), cujos 

porcentuais de lise atingiram 99,4 ± 0,6 e 98,6 ± 1,3 % com a concentração de 

4,8 µg/ ml (Fig. 24). As frações 23 e 34 apresentaram os mesmos valores de 

DL50 (0,65 µg/ ml) e atividades líticas muito similares (Fig. 24) onde os valores 

máximos atingidos foram de 95,43 ± 1,5 e 96,5 ± 1,1 %, respectivamente.  

Em ordem crescente de DL50, as frações 36 e 37 apresentaram valores 

de concentração para lise de 50% dos parasitos de 0,8 ± 0,12 e 0,88 ± 0,09 µg/ 

ml, seguidas pelas frações 32 e 42, as quais ambas apresentaram a 

concentração de 0,95 ± 0,23 µg/ ml. Estas duas últimas e a fração 36 foram as 

que exibiram menor porcentual de lise sob o tratamento com a máxima 

concentração, atingindo 92,6 ± 1,7, 85,3 ± 3,3 e 91,7 ± 0,9 %, respectivamente 

(Fig. 24). Apesar das diferenças entre os valores porcentuais de lise de 

tripomastigotas e de DL50, apresentados por cada uma dessas oito frações, não 

houve diferença estatística significativa entre os tratamentos com as frações 23 

e 34 com relação às demais frações e entre as mesmas (p>0.05); para estas 

duas frações, houve diferença estatística apenas em relação ao grupo dos 

parasitos não tratados (p<0,05). O tratamento com a fração 21 diferiu 

estatisticamente (p<0,05) com relação ao tratamento realizado com as frações 

de n° 32, 36 e 42; e os porcentuais de lise apresentados pela fração 35 

diferiram estatisticamente com relação aos obtidos pelas frações de n° 32, 36 e 

42. 
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Figura 24: Porcentual de lise apresentada pelas 8 frações que exibiram atividade tripanocida 

após 24 h de tratamento nas concentrações de 0,6 a 4,8 µg/ml. Apenas não houve diferença 

significativa entre os tratamentos das frações 23 e 34 com relação as demais frações e entre si 

(p>0,05). 

 

A partir dos dados quantitativos apresentados, o grau de pureza destas 

oito frações foi determinado a partir do perfil eletroforético das mesmas por 

SDS-PAGE. As frações 21, 23 (Fig. 25A) e 32 (Fig. 25B) apresentaram-se 

aparentemente como bandas únicas e com pesos moleculares aproximados de 

10,9, 10,5 e 24,1 KDa, respectivamente.  

As frações 34, 35, 36 e 37 (Fig. 25B) e a de n° 42 (Fig. 25A) revelaram-

se compostas de porções não completamente fracionadas do veneno de Cvv. 

Todas elas apresentaram-se como misturas compostas majoritariamente de 

proteínas de alto peso molecular, que variavam entre 35 e 91 kDa. No entanto, 

as frações 34, 35 e 37, ainda apresentaram bandas de menor massa, de 14 a 

16 kDa, aproximadamente. Algumas destas, poderiam equivaler a fosfolipase 

A2 (PLA2) de 14 kDa, descrita por OWNBY, COLBERG & WHITE, (1997) neste 

veneno.  
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Figura 25: SDS-PAGE das oito 

frações que exibiram atividade 

tripanocida. (A) As frações 21 e 

23 se apresentaram como bandas 

únicas de aproximadamente 10,9 

e 10,5 kDa, respectivamente. (B) 
As frações 34 a 37 apresentaram-

se compostas de proteínas de 

diversos pesos moleculares, bem 

como a fração 42. (C) A fração 32 

também apresentou-se como 

fragmento único, com peso 

molecular aproximado de 24,1 

kDa. P.M. refere-se ao padrão de 

peso molecular aplicado no gel. 

 

A quantidade per se de diferentes proteínas presentes nas frações 34 a 

37 poderiam justificar as altas razões de lise, principalmente da fração 35 que, 

pela análise em SDS-PAGE, é a que mais apresenta componentes protéicos. 

Porém, as frações 21, 23 e 32 também apresentaram alta capacidade 

tripanocida e, pelo mesmo tipo de análise, apresentaram-se como isolados 

puros. Somado a isso, ainda tem o fato de que a fração 21 foi, juntamente com 

a fração 35, a de menor valor de DL50 após 24 h de tratamento, e a de maior 

porcentual de lise na concentração de 4,8 µg/ml. Da mesma forma, a fração 42, 

apesar de sua múltipla composição de proteínas distintas, foi a que apresentou 

o maior DL50 e também o menor porcentual de lise na maior dose. 
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Visando então caracterizar as frações aparentemente já purificadas, 

foram realizadas novas corridas eletroforéticas buscando a caracterização das 

bandas apresentadas pela espectrometria de massas. No entanto, em um 

primeiro momento, isso só foi possível com a fração 32. Esta foi então aplicada 

no gel na presença ou não de agente redutor (β-mercaptoetanol). Formaram-se 

dois fragmentos de banda de aproximadamente 24 kDa (sob condições 

redutoras) e 28 kDa (na ausência do redutor). Ambas as bandas foram 

recortadas e submetidas à tripsinização tríptica in gel para caracterização pela 

espectrometria de massas.  

Os espectros MS/MS foram analisados através do algoritmo do programa 

MASCOT, e o banco de dados utilizado foi o NCBI. Como as amostras foram 

reduzidas e alquiladas, ou seja, as ligações dissulfeto dos resíduos cisteína 

foram rompidas e establilizadas com a inserção de um grupamento alquil pela 

iodoacetamida, selecionou-se a carbamidometil (C) como modificação fixa. 

Cada espectro foi analisado separadamente e o resultado foi apresentado com 

base na somatória da pontuação gerada. As sequências obtidas de ambas as 

bandas digeridas do gel identificaram uma extensa homologia (p<0,05) com a 

proteína catrina, pertencente ao grupo de proteínas secretadas ricas em 

resíduos cisteína (CRiSP) isolada de Crotalus atrox (YAMAZAKI, HYODO & 

MORITA, 2003).  

Na amostra enzimaticamente digerida referente a banda retida na 

presença de agente redutor (Fig. 26), as sequências obtidas apresentaram 

homologia no início da sequência (destacada em negrito). Na amostra 

enzimaticamente digerida referente à banda isolada na ausência de agente 

redutor (Fig. 27), as sequências obtidas apresentaram homologia no início e no 

final da sequência (destacadas em negrito), com uma cobertura de 23% de 

peptídeos idênticos. Os dados apresentados indicam que a proteína de Cvv 

tripsinizada e analisada pelo Q-Tof apresenta uma massa de 27541 e pI de 

8,42, pela alta homologia com proteína Catrina, e portanto, por hora, a 

chamaremos de “catrina-like”. 
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1 MIAFIVLPIL AAVLQQSSGS VDFDSESPRK PEIQNKIVDL HNFLRRSVNP 51 
TASNMLKMEW YPEAAANAER WAYRCIESHS PRDSRVLGGI KCGENIYMSP 

101 VPIKWTEIIH AWHGENKNFK YGIGAVPPNA VTGHFSQVVW 

YKSYRIGCAA 151 AYCPSSKYSY FYVCQYCPAG NIIGKTATPY 

KSGPPCGDCP SACDNGLCTN 201 PCTKEDKYTN CKSLVQQAGC 

QDKQMQSDCP AICFCQNKII 

 
Figura 26: Gráfico gerado pelo programa MASCOT e análise das sequências da proteína de 

Cvv isolada na presença de β-mercaptoetanol, tripsinizada e analisada pelo Q-Tof, mostrando 

uma cobertura de 13% de peptídeos idênticos (em negrito), no início da sequência. 
 

 
1 MIAFIVLPIL AAVLQQSSGS VDFDSESPRK PEIQNKIVDL HNFLRRSVNP 51 
TASNMLKMEW YPEAAANAER WAYRCIESHS PRDSRVLGGI KCGENIYMSP 

101 VPIKWTEIIH AWHGENKNFK YGIGAVPPNA VTGHFSQVVW 

YKSYRIGCAA 151 AYCPSSKYSY FYVCQYCPAG NIIGKTATPY 

KSGPPCGDCP SACDNGLCTN 201 PCTKEDKYTN CKSLVQQAGC 

QDKQMQSDCP AICFCQNKII 

 
Figura 27: Gráfico gerado pelo programa MASCOT e análise das sequências da proteína de 

Cvv isolada na ausência de β-mercaptoetanol, tripsinizada e analisada pelo Q-Tof, mostrando 

uma cobertura de 23% de peptídeos idênticos (em negrito), no início e no término da 
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sequência, onde p ≥ 51 indica extensiva homologia. 

 

Fazendo uma análise da sequência obtida pela proteína não reduzida 

pelo programa BLAST do NCBI, a proteína de Cvv isolada apresentou uma 

homologia de 100% a diversas proteínas pertencentes à superfamília CRiSP, 

em especial as isoladas de venenos de serpentes, e homologia maior que 90% 

com diversas outras proteínas pertencentes a esta família (tabela 8).  

 
Tabela 8: Análise de similaridade da sequência peptídica primária gerada por MS/MS (Q-

tof) gerada a partir da amostra isolada na ausência de agente redutor. 

 

Proteína Registro N° de 
resíduos 

Espécie Homologia 
(%) 

Catrina 1/2 Q7ZT99.1 240 AA C. atrox 100 

Psicovirina Q7ZTAO.1 240 AA Agkistrodon p. piscivorus 100 

Natrina-1 Q7T1K6.1 239 AA Naja atra 100 

Triflina Q8JI39.1 240 AA Trimeresurus flavoviridis 100 

Ofanina Q7ZT98.1 239 AA Ophiophagus hannah 100 

Tigrina Q8JGT9 237 AA Rhabdophis t. tigrinus 100 

Latisemina Q8JI38 238 AA Laticauda semifasciata 100 

 

A partir da purificação deste componente protéico ainda não descrito do 

veneno de Cvv, novos ensaios foram realizados buscando a caracterização 

bioquímica do mesmo, a determinação de sua atividade sobre células 

musculares isoladas e principalmente, sobre o T. cruzi. 

Inicialmente, foram realizadas um total de 13 cromatografias por HPLC 

para a obtenção dos tubos 23 e 24, onde a proteína foi eluída do veneno bruto 

de Cvv (Fig. 28A). Estes foram então submetidos a novas etapas de separação 

cromatográfica, e a proteína foi eluída como fração única e livre de impurezas 

no tubo 51 (Fig. 28B). O grau de pureza da amostra foi confirmado por SDS-

PAGE (Fig. 28C) e pela análise dos espectros gerados pelo MALDI-TOF (Fig. 
28C). As análises indicaram que a massa da proteína intacta é de 24.893 Da.  
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Figura 28: A. Cromatograma exibindo a primeira etapa de separação do veneno bruto de Cvv 
onde a proteína “catrina-like” foi eluída entre os tubos 23 e 24. B. HPLC do tubo 24 obtido da 
primeira etapa de purificação do veneno de Cvv, onde a região de eluição da proteína “catrina-
like” isolada do veneno de Cvv se concentrou no tubo 51. C. Espectro MS/MS mostrando o pico 
referente à proteína intacta purificada com m/z de 24.893,64 Da, e os picos de 12.424,36 e 
12.477, 62 referem-se às formas catiônicas de carga +2. SDS-PAGE mostrando a proteína 
“catrina-like”, aparentemente pura, isolada do veneno de Cvv, com massa relativa de 23,6 kDa, 
sob condições redutoras (seta e detalhe em vermelho).  
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A banda única do gel foi novamente excisada e enzimaticamente 

digerida para nova análise pelo Q-TOF, para confirmação de que a proteína 

purificada correspondia à proteína “catrina-like” primeiramente identificada 

como um dos componentes do veneno de Cvv com atividade tripanocida (Fig. 
29).  

 

 
1 MIAFIVLPIL AAVLQQSSGS VDFDSESPRK PEIQNKIVDL HNFLRRSVNP 
51 TASNMLKMEW YPEAAANAER WAYRCIESHS PRDSRVLGGI 

KCGENIYMSP 101 VPIKWTEIIH AWHGENKNFK YGIGAVPPNA 

VTGHFSQVVW YKSYRIGCAA 151 AYCPSSKYSY FYVCQYCPAG 

NIIGKTATPY KSGPPCGDCP SACDNGLCTN 201 PCTKEDKYTN 

CKSLVQQAGC QDKQMQSDCP AICFCQNKII  

 
Figura 29: Gráfico gerado pelo programa MASCOT e análise das sequências mostrando uma 

cobertura de 23% de peptídeos idênticos (em negrito), no início da sequência e no término da 

sequência, onde p ≥ 51 indica extensiva homologia. 
 

9. Atividade biológica da proteína “catrina-like” sobre formas 
tripomastigotas do T. cruzi e sobre células musculares isoladas de 
camundongos. 

A partir da confirmação da pureza da proteína e da igualdade de 

resultados da digestão enzimática das bandas de SDS-PAGE, foram realizados 

novos ensaios de atividade sobre formas tripomastigotas (clone CL-Brener) do 

T. cruzi. Estes foram incubados com as concentrações 0,6, 1,2, 2,4 e 4,8 µg/ 

ml, a 37°C por 24 h, e o efeito lítico quantificado em câmara de Neubauer. A 

análise confirmou a atividade tripanocida da amostra, com um valor de DL50 de 
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0,93 ± 0,06 µg/ ml (Fig. 30), e uma redução de 36,2 ± 4,5% a 88,1 ± 1,7% no n° 

de parasitos após as 24h de tratamento. 

Formas tripomastigotas do clone CL-Brener foram tratadas ou não 

(controle) com 0,93 µg/ ml por 1, 2 e 24 h com a proteína pura, foram 

processadas e analisadas pela MET (Fig. 31-35). 

 
Figura 30: Atividade de lise da fração referente à proteína purificada “catrina-like” do veneno 

de Cvv sobre as formas tripomastigotas do T. cruzi. 
 

Os parasitos não tratados (Fig. 31) exibiram a ultraestrutura 

característica de formas tripomastigotas, como corpo celular alongado, DNA 

mitocondrial (cinetoplasto) (Figs. 31 A, B) característico, mitocôndria (Figs. 31 

A, B), bolsa flagelar (Figs. 31 A, B), complexo de Golgi (Fig. 31C, inset) e 

núcleo (Fig. 31C). 

Desde a primeira hora de tratamento (Fig. 32), os parasitos 

apresentaram diversas alterações morfológicas, principalmente na membrana 

plasmática e em organelas relacionadas a lisosomos. Os parasitos tratados 

apresentaram diversos tipos de projeções das membranas, como “blebs” de 

diferentes tamanhos e formas (Figs. 32 A-C, E-G, I, L-M) com, em alguns 

casos, aparente rompimento da membrana e extravasamento do conteúdo 

citoplasmático (Fig. 32L). As projeções se concentraram principalmente na 

região anterior do corpo celular dos parasitos, próximas à região do flagelo e 

bolsa flagelar, e também nas membranas do próprio flagelo. Em organelas 

relacionadas a lisosomos, as alterações observadas foram a presença de 
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figuras de mielina (Fig. 32D) e inchaço destas estruturas (Fig. 32 A, D-F, H, J, 
M), muitas vezes com formação de grupamentos de estruturas arredondadas 

delimitadas por membrana (Figs. 32 A, D, H, J). As organelas relacionadas a 

lisosomos, em formas tripomastigotas, foram caracterizadas como sendo 

compartimentos citoplasmáticos delimitados por uma unidade única de 

membrana, com lúmen levemente eletrondenso e com inclusões 

eletronluscentes, sendo que algumas destas organelas também apresentam 

formações de membrana no interior do lúmen de natureza ou função ainda não 

caracterizada (SANT’ANNA et al., 2008). Estas formações intralumenares 

ficaram muito evidentes em alguns dos parasitos tratados (Figs. 32 A, M), 

indicando uma provável ação desta proteína sobre estas estruturas. Não foram 

observadas alterações em estruturas como mitocôndria e núcleo. 

Em células tratadas por 2h (Fig. 33) e 24h (Fig. 34), as mesmas 

alterações observadas nas membranas plasmáticas (Figs. 33 C-E, G-M; 34 A-
E) e nas organelas relacionadas a lisosomos (Figs. 33 B, E, F; 34 D, H, I) 
repetiram-se intensamente. Além destas, as mitocôndrias também se 

apresentaram, em alguns casos, inchadas e com alargamento das cristas 

(Figs. 33 A, C, D, F, N; 34 F, G). Também foram notadas alterações nucleares, 

como um espaçamento dos folhetos das membranas que compõem a carioteca 

(Figs. 33 A, D; 34F), e a ocorrência de forte heterocromatinização (Figs. 33 A, 
D; 34 F, G), com até uma forte picnose da cromatina (Fig. 33G). Com 24h 

também foi ocasionalmente observada a presença de formações de 

membranas concêntricas na região da eucromatina (Fig. 34F). Após este 

período, muitos parasitos encontravam-se completamente lisados, com um 

marcado extravasamento citoplasmático, e muitos restos celulares de parasitos 

mortos foram observados nas seções ultrafinas (não mostrado). Não foi 

observada qualquer tipo de alteração na estrutura dos microtúbulos 

subpeliculares durante os diferentes períodos de tratamento. Além destas 

alterações, por vezes foi observada uma aparente separação das cisternas do 

complexo de Golgi (Figs. 33C e 35C), mas que não foram observadas com 

frequência, não podendo ser considerada como uma das alterações mais 

significativas observadas nos parasitos tratados. Em contrapartida, alguns dos 

parasitos tratados nos diferentes intervalos de tempo também apresentaram 

alterações na forma típica do cinetoplasto (Fig. 35). As alterações mais 
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observadas foram uma desorganização da típica rede do DNA, com uma 

aparente separação destas estruturas (Figs. 35 C, G, H), por vezes formando 

espaços vazios em algumas regiões (Figs. 35 A, B, D, H) e de estruturas 

condensadas (Fig. 35 E, F). Também foi observado um aparente 

extravasamento de organelas relacionadas a lisosomos no cinetoplasto de 

alguns parasitos tratados (Fig. 35G). 
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Figura 31: Formas tripomastigotas (clone CL-Brener) do T. cruzi não tratadas com a proteína 

“catrina-like” exibindo morfologia típica, como corpo alongado, mitocôndria (m), cinetoplasto (k), 

flagelo (f), bolsa flagelar (BF), núcleo (N) e complexo de Golgi (inset). Barras:1 µm; inset: 0,5 

µm. 
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Figura 32: Tripomastigotas tratados por 1h com 0,93 µg/ml da proteína “catrina-like”. Os 
parasitos apresentaram diversos tipos e tamanhos de projeções da membrana plasmática 
(setas), incluindo rompimento e extravasamento de conteúdo citoplasmático (seta fina em L). 
As organelas relacionadas a lisosomos também apresentaram inchaço (astericos), a formação 
de estruturas arredondadas delimitadas por membrana (estrelas), e a presença de figuras de 
mielina (cabeça de seta em D). f: flagelo; BF: bolsa flagelar; CG: complexo de Golgi; k: 
cinetoplasto; m: mitocôndria; N: núcleo. Barras: C, H, J, M: 1 µm; demais figuras: 0,5 µm. 
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Figura 33: Tripomastigotas tratados por 2h com 0,93 µg/ml da proteína “catrina-like”. Os 
parasitos apresentaram diferentes morfologias de “blebs” na membrana plasmática (setas em 
C-E e G-M), incluindo uma dilatação da membrana do flagelo (setas finas em D). As organelas 
relacionadas a lisosomos também apresentaram inchaço (asteriscos em B, E, F). Em B, há a 
formação de estruturas arredondadas delimitadas por membrana (estrela preta). A mitocôndria 
(m) se apresentou inchada, com um aparente alargamento das cristas (setas grossas em A, C, 
F, N). A membrana nuclear apresentou discretas dilatações (cabeças de seta em A e D), e a 
cromatina excessivamente condensada na periferia dos núcleos (N) e até picnótica (estrela 
branca em G). Em (C) também pode ser vista a presença de um grande vacúolo (v) no 
citoplasma do parasito. f: flagelo; BF: bolsa flagelar; CG: complexo de Golgi; k: cinetoplasto. 
Barras: A, F: 1 µm; L: 0,2 µm; demais figuras: 0,5 µm. 
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Figura 34: Tripomastigotas tratados por 24h com 0,93 µg/ml da proteína “catrina-like”. A 
membrana plasmática dos parasitos também apresentou diferentes projeções (setas em A, B, 
C), com rompimento e extravasamento de conteúdo citoplasmático (seta fina em D). As 
organelas relacionadas a lisosomos também apresentaram inchaço (asteriscos em H, I). As 
mitocôndrias (m) se apresentaram inchadas, com um aparente alargamento das cristas (setas 
grossas em F, G). O núcleo (N) apresentou uma discreta dilatação nas suas membranas 
(cabeça de seta em F), com a heterocromatina excessivamente condensada na periferia (F, G), 
e a formação de unidades de membrana concêntricas na região da eucromatina (seta fina em 
F). C: O complexo de Golgi (CG) apresentou uma dilatação entre algumas de suas cisternas. f: 
flagelo; BF: bolsa flagelar; k: cinetoplasto. Barras: A-E: 500 nm; F-I: 1 µm. 
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Figura 35: Principais alterações detectadas no cinetoplasto (k) de tripomastigotas tratados com 

0,93 µg/ml da proteína “catrina-like”, nos diferentes intervalos de tempo. As alterações mais 

observadas foram a desorganização da rede típica do DNA, com uma aparente separação 

destas estruturas (C, G, H), a formação de espaços “vazios” em algumas regiões (cabeças de 

setas em A, B, D, H) e de estruturas condensadas (setas em E, F). G: Conteúdo extravasado 

(seta grossa) de organelas relacionadas a lisosomos (asterisco), aparentemente no interior da 

estrutura do cinetoplasto (k). H: Formação de unidade de membrana concêntrica no interior do 

cinetoplasto, na região desprovida da rede concatenada de DNA f: flagelo; BF: bolsa flagelar. 

Barras: A, D, E, G: 1 µm; B, C, F, H: 0,5 µm. 
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 Uma vez que a proteína “catrina-like” purificada do veneno de Cvv 

apresentou uma considerável atividade in vitro sobre formas tripomastigotas do 

T. cruzi, iniciamos os ensaios de atividade da proteína sobre músculos 

extensor digitorum longus (EDL) isolados de camundongos (Fig. 36). 
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Figura 36: Atividade miotóxica da proteína “catrina-like” (0,93 µg/mL) em músculos EDL 

isolados de camundongos, mostrando que não houve liberação significativa de CK após 120 

min. de exposição. Controle realizado com os músculos isolados na presença apenas de 

solução salina nutridora PSS.  

  

 A investigação do efeito miotóxico durante 120 minutos, por meio da 

liberação de CK dos músculos gastrocnemios EDL isolados, mostrou que a 

proteína catrina-like na concentração de 0,93 µg/ ml não exerce toxicidade 

sobre as fibras musculares, uma vez que não houve liberação significativa de 

CK, sendo esta igual ao controle realizado apenas na presença da solução 

salina nutridora (PSS). 
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VI. DISCUSSÃO 
 

O desenvolvimento de quimioterápicos para o tratamento de doenças 

causadas por parasitos pode ter, como uma de suas ferramentas, a busca de 

compostos ativos presentes em produtos naturais, tais como óleos essenciais 

de vegetais e venenos animais. Os venenos de serpentes são misturas 

complexas de um grande número de polipeptídeos biologicamente ativos, 

polipeptídeos aparentemente inativos de relevância não determinada, e 

pequenas moléculas tais como adrenalina (HARRIS & CULLEN, 1990; 

PASSERO et al., 2007). 

 A princípio, testamos a ação do veneno bruto de Cvv sobre formas 

epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi. Em comparação com estudos 

prévios, onde foram utilizados diferentes venenos brutos de serpentes sobre 

formas epimastigotas, o valor obtido de DL50 (0,5 µg/ ml) com o veneno de Cvv 

após um dia de tratamento está na faixa de concentração determinadas pelos 

tratamentos com veneno bruto de B. jararaca e C. cerastes (FERNANDEZ-

GOMEZ et al., 1994; GONÇALVES et al., 2002, DEOLINDO et al., 2005). A lise 

das formas tripomastigotas não foi testada por estes autores com extratos de 

veneno bruto. O valor de DL50 obtido após 24 h de tratamento com o veneno de 

Cvv foi de 0,3 µg/ ml, menor que o obtido para epimastigotas, indicando, talvez, 

um mecanismo diferente de ação, que será posteriormente discutido. 

 A marcação com IP e Rh 123 exibiu um comportamento diferente entre 

epimastigotas e tripomastigotas tratados com o veneno bruto de Cvv. Após a 

incubação de ambas as formas com veneno de Cvv em seus respectivos DL50, 

cerca de 40 e 60% dos tripomastigotas e epimastigotas, respectivamente, eram 

IP-positivos, indicando que a lise da membrana celular é um aspecto 

importante para o efeito tripanocida do veneno. Contudo, a análise de Rh123, 

na concentração equivalente ao DL50, mostrou que a marcação dos 

tripomastigotas foi aproximadamente 50% menor em relação ao valor exibido 

pelos parasitos não tratados, e de 90% nas formas epimastigotas. 

 A reduzida retenção da Rh123 nos epimastigotas indica que a 

mitocôndria destes parasitos deve ser um alvo preferencial após a 

permeabilização da membrana plasmática, enquanto que nos tripomastigotas, 
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esta organela pode sofrer ação do veneno, mas não de forma tão dramática a 

ponto de ser considerada como um dos seus alvos preferenciais.  

 Os dados obtidos com a citometria de fluxo foram corroborados pela 

análise ultraestrutural dos epimastigotas e tripomastigotas tratados com o 

veneno de Cvv, contudo as alterações morfológicas apresentadas por ambas 

as formas foram semelhantes. Os epimastigotas tratados apresentaram-se 

significativamente mais inchados e com mitocôndrias mais danificadas 

(incluindo figuras de mielina) do que as formas tripomastigotas. Estes, em sua 

maioria, exibiram citoplasma mais denso e mitocôndrias menos inchadas, como 

pode ser visto na Fig. 14G. A lesão mais característica observada por estas 

formas foi a presença de grandes projeções de membrana do corpo celular e 

do flagelo, confirmando a ação do veneno na membrana dos parasitos. 

 Todas as alterações morfológicas observadas pela ultraestrutura e os 

dados obtidos pela citometria de fluxo sugerem que o veneno de Cvv provoca a 

morte dos parasitos através de um fenótipo de necrose. Estes resultados são 

similares aos de outros grupos que têm caracterizado a ação de diferentes 

drogas sobre formas epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi (MENNA-

BARRETO et al., 2009a). Os danos causados pelo tratamento com PLA2 

isoladas do veneno de serpentes também corresponde a um fenômeno de 

necrose, com um rápido rompimento da membrana plasmática, a liberação de 

componentes citosólicos, um proeminente influxo de Ca+2 e um núcleo 

picnótico (revisto em HARRIS & CULLEN, 1990). No entanto, são necessários 

mais estudos neste sentido para confirmar a caracterização deste fenótipo no 

nosso modelo. 

 Um dos mais importantes achados no presente estudo foi o efeito do 

veneno de Cvv no ciclo intracelular do parasito. Os amastigotas são as formas 

intracelulares responsáveis pela manutenção da infecção da doença de 

Chagas nos indivíduos infectados, e tiveram sua proliferação inibida em 

concentrações significativamente menores do que as necessárias para lisar os 

tripomastigotas ou para causar danos às células hospedeiras. O veneno de 

Cvv foi pelo menos 10 mil vezes mais tóxicos para as formas amastigotas do 

que às células LLC-MK2 (Fig. 16). Adicionalmente a estes dados, após 3-4 dias 

de infecção, em concentrações que ainda permitiam a propagação de todo o 

ciclo intracelular, foram observadas no meio de cultivo celular a presença de 
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formas intermediárias e tripomastigotas, que apresentavam várias alterações 

estruturais semelhantes às descritas para os parasitos tratados com o veneno 

isoladamente. Estes parasitos foram então, chamados de TDVs, e que quando 

submetidos a uma nova infecção, não se mostraram capazes de manter um 

novo ciclo intracelular mesmo na ausência de veneno. Isto foi confirmado não 

apenas pelo reduzido número de células de cultivo infectadas, mas também 

pelo número de amastigotas por 100 células (Fig. 18, tabela 7). 

 Nós não sabemos o mecanismo exato da ação tripanocida do veneno de 

Cvv, mas diferentemente do veneno de B. jararaca, a atividade foi inibida após 

30 min. de fervura (GONÇALVES et al., 2002), sugerindo o envolvimento de 

peptídeos e enzimas neste processo.  

Os venenos de serpentes são sistemas redundantes (revisto em AIRD, 

2002). Por exemplo, promovem a hipotensão via ação de proteases 

hemorrágicas, as quais rompem vasos sanguíneos, quininogenases que 

liberam bradicinina endógena e peptídeos potenciadores de bradicinina, os 

quais inibem a enzima conversora de angiotensina, com uma atividade 

hipotensora direta. Somado a isso, os venenos também possuem 5’-

nucleotidases, fosfodiesterases e fosfomonoesterases, que liberam adenosina 

endógena e outros nucleosídeos. A adenosina, por exemplo, promove a 

vasodilatação cardíaca e aumento da permeabilidade vascular.  

 Diferentes trabalhos mostram que PLA2s isoladas do veneno de 

serpentes possuem a capacidade de induzir toxicidade nas células musculares, 

com efeitos drásticos sobre a membrana plasmática e mitocôndrias (revisto em 

GUTIÉRREZ & OWNBY, 2003). O consenso geral do mecanismo de ação da 

PLA2 é que a membrana plasmática é seu sítio primário de ação. Isto é 

influenciado diretamente pela composição lipídica da membrana, onde a 

existência de diferentes domínios enriquecidos em glicerofosfolipídeos ou 

glicolipídeos parecem formar sítios receptores específicos para estas PLA2s 

(revisto em GUTIÉRREZ & OWNBY, 2003). Soma-se a estas características o 

fato de que estas enzimas também têm suas atividades influenciadas pela 

presença de cargas negativas na região externa das membranas plasmáticas 

celulares (DÍAZ et al., 1991; 2001). OWNBY, COLBERG & WHITE (1997) 

mostraram que o veneno de Cvv possui, em sua composição, um polipeptídeo 

básico de 14 kDa, similar às PLA2s miotóxicas presentes em outros venenos de 
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serpentes, cuja atividade catalítica gera lise da membrana plasmática. As 

atividades da PLA2 associadas com a mionecrose, rompimento de plaquetas, 

da função muscular, e o dano celular são muito evidentes no veneno de Cvv 

(MACKESSY, 2010).  

As alterações ultraestruturais nas membranas dos parasitos, 

especialmente nas formas tripomastigotas, juntamente com os resultados que 

mostraram que o veneno bruto de Cvv teve sua atividade parcialmente inibida 

na presença do inibidor p-BPB (inibidor específico da PLA2), indicam que esta 

molécula deve agir diretamente sobre o parasito, de forma sinérgica com outros 

componentes presentes no veneno total. Estes dados explicariam a atividade 

remanescente de cerca de 30% do veneno bruto de Cvv parcialmente inibido 

pelo p-BPB, sob as condições de 0,3 µg/ ml de veneno após um dia de 

tratamento. Além disso, os danos mitocondriais mais severos observados em 

formas epimastigotas do T. cruzi são muito semelhantes aos relatados sobres 

as mitocôndrias em fibras musculares tratadas com a PLA2 do veneno de Cvv 

como inchaço, separação e rompimento das cristas (OWNBY, COLBERG & 

WHITE, 1997). 

 Ainda com relação às diferentes atividades enzimáticas, alguns estudos 

prévios mostraram que L-aminoácido oxidases (L-AAOs) isoladas de diferentes 

venenos possuem atividade sobre diferentes espécies de Leishmania e formas 

tripomastigotas do T. cruzi (TEMPONE et al., 2001; CISCOTTO et al., 2009). 

Estas enzimas são as responsáveis pela cor amarela dos venenos de 

serpentes, e convertem aminoácidos livres em α-cetoácidos, gerando peróxido 

de hidrogênio e amônia (TU, 1996). A L-AAO ainda não foi caracterizada no 

veneno de Cvv, porém sua coloração amarelo intenso sugere a presença da 

enzima em sua composição. MACKESSY (2010), que caracterizou os 

componentes majoritários do veneno de diferentes espécies de Crotalus, 

indicou que a L-AAO está presente no veneno de Cvv, onde é representado em 

SDS-PAGE por uma banda de peso molecular de aproximadamente 66 kDa, e 

por uma atividade enzimática moderada sobre um substrato específico. Desta 

forma, a ação sinérgica entre a PLA2 e a L-AAO poderia ser uma das principais 

responsáveis pelos efeitos observados nos parasitos tratados. 

 Visando caracterizar os componentes tripanocidas ativos no veneno de 

Cvv, foram realizadas diversas cromatografias e ensaios de atividade lítica 
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exclusivamente sobre formas tripomastigotas. Um destes componentes que foi 

completamente isolado e purificado foi uma proteína de 24.893,64  Da (Fig. 

16), caracterizada por SDS-PAGE, pela espectrometria de massas e 

bioinformática das sequências, como sendo uma proteína secretada rica em 

domínios cisteína (CRiSP), com alta homologia à proteína catrina, isolada de C. 

atrox (YAMAZAKI, HYODO, & MORITA, 2003). É a primeira purificação e 

caracterização desta proteína no veneno de Cvv, a qual, por hora, chamamos 

de “catrina-like”. MACKESSY (2010) através de SDS-PAGE do veneno bruto 

de Cvv, indicou que este veneno deveria ter uma CRiSP pela visualização de 

uma banda na faixa de peso molecular que caracteriza esta família de 

proteínas. 

A família das CRiSPs forma um grande grupo de proteínas secretadas 

com massa molecular de 20-30 kDa (revisto em YAMAZAKI & MORITA, 2004; 

MATSUNAGA et al., 2009). Em mamíferos, as CRiSPs são divididas em quatro 

classes, onde a CRISP-1 é secretada pelo epididimo proximal de maneira 

androgênio-dependente, associada com a maturação da superfície do esperma 

durante a maturação, e posteriormente com a fusão do gameta; a CRiSP-2 é 

expressa apenas nos testículos e secretada dos espermatócitos, mediando a 

interação entre os mesmos e as células de Sertoli; a CRiSP-3 é amplamente 

distribuída entre outras classes como saliva, timo e grânulos neutrofílicos, 

indicando um possível papel desta proteína na defesa imune inata; e a CRiSP-

4 é secretada exclusivamente no epitélio, também de maneira androgênio-

dependente (revisto em MATSUNAGA et al., 2009). 

 Diversas proteínas pertencentes a classe das CRiSPs têm sido 

identificadas nos venenos de lagartos (FRY et al., 2006) e serpentes (JIN et al., 

2003; YAMAZAKI, HYODO, & MORITA, 2003; UTKIN & OSIPOV, 2007; 

PEICHOTO et al., 2009; SUZUKI et al., 2010). Elas são distinguidas pela 

sequência de aminoácidos característica da família, tais como tamanho 

molecular de 22- 25 kDa (200-250 aminoácidos), com alto grau de similaridade 

e um padrão específico altamente conservado de 16 resíduos de cisteínas, os 

quais formam oito pontes dissulfeto (revisto em ROBERTS et al., 2007). No 

geral, apesar das alta homologias apresentadas, estas proteínas recebem 

nomes distintos relacionados ao veneno do organismo do qual foram isolados. 

A primeira CRiSP descrita em répteis foi isolada da secreção da pele do lagarto 
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Heloderma horridum, sendo denominada helodermina (MOCHCA-MORALES, 

MARTIN & POSSANI, 1990). Entre os exemplos de proteínas isoladas dos 

venenos de serpentes, há a patagonina, isolada da Philodryas patagonensis 

(PEICHOTO et al., 2009), a catrina da C. atrox (YAMAZAKI, HYODO, & 

MORITA, 2003), a latisemina isolada da cobra marinha Laticauda semifasciata 

e a tigrina isolada da Rhabdophis tigrinus tigrinus (YAMAZAKI et al., 2002). 

Algumas destas exemplificadas apresentam 100% de homologia com a 

proteína purificada neste trabalho, quando utilizado o banco de dados de 

proteína do NCBI (tabela 8). 

 Adicionalmente a estes dados, as proteínas isoladas dos venenos 

animais, tiveram suas atividades biológicas testadas sobre grilos, baratas 

(OSIPOV et al., 2005) e principalmente sobre camundongos e seus diferentes 

tipos de células musculares. Não há relatos de experimentos usando 

microrganismos como células-alvo. Nesses organismos, os quais foram 

submetidos a ensaios de letalidade, nenhuma CRiSP se mostrou capaz de 

matá-los. Algumas destas proteínas se mostraram capazes de bloquear tanto 

canais de cálcio do tipo L, bloqueando assim a contração de células 

musculares lisas (YAMAZAKI et al., 2002), quanto canais iônicos ligados a 

nucleotídeos cíclicos (BROWN et al., 1999). A proteína catrina desempenhou 

um bloqueio moderado dos canais de cálcio do tipo L quando induzidos por K+, 

parcialmente inibindo a contração das fibras lisas da artéria caudal de 

camundongos (YAMAZAKI, HYODO, & MORITA, 2003). A patagonina, que foi 

até então a única proteína desta família a desempenhar miotoxicidade sobre 

fibras musculares através da sua injeção no músculo gastrocnemio, não 

induziu a formação de edemas, hemorragia ou inibição sobre a agregação de 

plaquetas (PEICHOTO et al., 2009). Ela também não induziu alterações 

sistêmicas em camundongos e nenhuma alteração histológica foi observada 

nos tecidos do cerebelo, cérebro, coração, fígado e baço. Nós iniciamos os 

ensaios de atividade miotóxica da proteína “catrina-like”, e esta, em acordo 

com a literatura, não apresentou atividade miotóxica sobre o músculo 

gastrocnemio EDL de camundongos incubados com 0,93 µg/ ml por 120 

minutos. Desta forma, torna-se interessante a realização de futuros ensaios in 

vivo com esta proteína em camundongos infectados pelo T. cruzi, já que 
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aparentemente, essa proteína não deve exercer uma toxicidade sistêmica 

considerável. 

 O tratamento de tripomastigotas com a proteína que isolamos, 

pertencente à família CRiSP, mostrou que esta possui uma alta atividade sobre 

estes parasitos (DL50 0,93 µg/ ml). Após uma hora de tratamento, diversas 

alterações morfológicas foram observadas, principalmente sobre a membrana 

plasmática e sobre organelas relacionadas a lisosomos (Fig. 32). Estas 

alterações tornaram-se mais pronunciadas após 2 e 24 h de tratamento, além 

de outras alterações que também tornaram-se muito evidentes, como a 

heterocromatinização nuclear e a discreta separação entre as membranas 

nucleares, além das alterações no cinetoplasto mitocondrial dos parasitos (Fig. 

33- 35). 

 Algumas das alterações observadas pela ultraestrutura dos parasitos 

tratados com esta proteína purificada condizem com as morfologias 

apresentadas pelos mesmos tratados com o veneno bruto de Cvv, incluindo as 

poucas alterações observadas na mitocôndria dos tripomastigotas, e a 

manutenção da densidade citoplasmática.  

A diversidade dos venenos de serpentes retoma a questão do porquê os 

venenos apresentarem uma composição tão complexa e porque diversos 

destes componentes desempenham aparentemente as mesmas atividades, tais 

como metalo- e serino proteinases em um único veneno (MACKESSY, 2010). 

Os evidentes efeitos observados após a incubação com o veneno bruto de Cvv 

sobre as membranas plasmáticas dos parasitos, somado a uma forte, porém 

incompleta inibição da atividade do veneno após a icubação com o p-BPB, 

corroboram com a literatura sobre o efeito sinérgico entre os diferentes 

componentes moleculares presentes em veneno de serpentes. Alguns dos 

nossos resultados com o veneno bruto de Cvv, somados ao fato do 

conhecimento da existência de uma forte PLA2 no mesmo, e o então 

desconhecimento da existência desta proteína que purificamos, nos fazia crer 

que a PLA2 seria a grande responsável pelas alterações detectadas nas 

membranas dos parasitos. No entanto, após o tratamento com a proteína 

purificada da família CRiSP, ficou claro que, muito provavelmente, esta tem 

como um dos seus principais sítios de atividade a membrana dos parasitos. No 

entanto, diferentemente do que já se é sabido dos mecanismos de ação da 

 93



PLA2 em células musculares, ainda se faz necessária uma melhor investigação 

para caracterizar a forma como essa proteína age sobre as membranas do 

parasito. 

Os demais resultados obtidos após as sequenciais purificações também 

estão em acordo com a sinergia entre diferentes moléculas presentes no 

veneno bruto. As frações que se mostravam enriquecidas com diferentes 

componentes do veneno bruto de Cvv foram as que apresentavam os menores 

valores de DL50 após 24 h de tratamento (Figs. 24 e 25). O veneno bruto possui 

diversas moléculas que isoladamente apresentam atividade tripanocida (Fig. 25 

A, C), podendo agir sobre sítios primários de ação distintos, ou mesmo iguais, 

tais como a PLA2 e a proteína que isolamos, pertencentes à família CRiSP.  

É amplamente conhecido que a maior limitação das drogas empregadas 

para o tratamento da doença de Chagas é a baixa atividade sobre as formas 

amastigotas intracelulares na forma crônica da doença, provavelmente devido 

a uma limitada capacidade de penetração nos tecidos (URBINA & DOCAMPO, 

2003). Nossos estudos demonstraram o potencial efeito do veneno bruto de 

Cvv principalmente sobre as formas intracelulares do parasito, em 

concentrações não tóxicas às células hospedeiras. Estes resultados, somados 

ao efeito tripanocida in vitro de uma proteína purificada, a ausência de 

miotoxicidade desta sobre músculos isolados, somados aos dados da literatura 

que indicam que as proteínas da família CRiSP apresentam baixa ou nenhuma 

atividade sobre camundongos, nos estimulam a realizar novos ensaios visando 

avaliar seu efeito sobre o ciclo intracelular do parasito, através da incubação de 

culturas celulares infectadas in vitro, e a realizar futuros ensaios in vivo com 

animais infectados com o T. cruzi. 
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VII. CONCLUSÕES 
 
1) O veneno bruto de Cvv é tóxico ao Trypanosoma cruzi 

• O veneno bruto de Cvv é capaz de inibir a proliferação de epimastigotas 

de cultura e amastigotas intracelulares, e lisar os tripomastigotas de cultivo.  

• O DL50/24 h para epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas foi de 

0,50 ± 0,18, 0,30 ± 0,19 e 0,075 ± 0,01 µg/ ml, respectivamente. Estes dados 

permitem concluir que o veneno bruto de Cvv é ativo in vitro sobre as três 

formas evolutivas do T. cruzi, sendo que a menor concentração obtida de 

DL50/24 h foi para a inibição de formas amastigotas intracelulares. 

 

2) Nas concentrações utilizadas, o veneno de Cvv não é tóxico para 
células LLC-MK2

• Em ensaio de toxicidade in vitro sobre culturas de células LLC-MK2, o 

veneno bruto de Cvv foi tóxico apenas na concentração de1 mg/ ml, desde as 

primeiras 24 h de tratamento. 

• As análises pela microscopia de luz e pela ultra-estrutura das culturas 

destas células, infectadas ou não, confirmaram os dados obtidos pela cinética 

de tratamento, demonstrando células íntegras em todas as concentrações 

utilizadas nos ensaios.  

 

3) O tratamento com o veneno bruto de Cvv é efetivo contra a forma 
intracelular do parasito. 

• As células infectadas e tratadas na faixa de concentração de 37,5 – 150 

ng/ ml do veneno bruto de Cvv, por 4 dias, apresentaram um índice de infecção 

inferior às células controle. 

• A análise da ultraestrutura dos amastigotas intracelulares mostrou que 

os mesmos apresentaram vacúolos inchados e lise da membrana celular. 

• Foram observadas a presença de formas intermediárias e tripomastigotas no 

meio de cultivo celular incubados na presença de concentrações que ainda permitiam 

a propagação de todo o ciclo intracelular. Estas formas diferenciadas na presença do 

veneno (TDVs) apresentavam alterações estruturais e mostraram-se incapazes de 

manter um novo ciclo intracelular.  
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4) Os principais alvos do veneno de Cvv parecem ser a membrana 
plasmática e a mitocôndria dos parasitos. 

• A análise por citometria de fluxo evidenciou um comportamento distinto 

entre epimastigotas e tripomastigotas tratados com o veneno bruto de Cvv e 

marcados com IP e Rh 123. 

• Ambas as formas se apresentaram alto porcentual de marcação IP-

positiva após 24 h de tratamento com o veneno bruto de Cvv, indicando que a 

lise da membrana celular é um aspecto importante para o efeito tripanocida do 

veneno. Além disso, ambas as formas também apresentaram decréscimo na 

marcação pela Rh 123 em suas mitocôndrias. A marcação consideravelmente 

reduzida nos epimastigotas (de até 90% no valor equivalente ao DL50) indica 

que a mitocôndria deve ser um alvo preferencial após a permeabilização da 

membrana plasmática nestas formas do parasito.  

• Análise ultra-estrutural (MET e MEV) de formas epimastigotas e 

tripomastigotas confirmou as alterações evidenciadas pela citometria. Os 

epimastigotas tratados apresentaram-se significativamente mais inchados e 

com mitocôndrias mais danificadas do que as formas tripomastigotas. A lesão 

mais característica observada nestes, por sua vez, foi a presença de grandes 

projeções de membrana do corpo celular e do flagelo, confirmando a ação do 

veneno na membrana dos parasitos.  

• Todas as alterações morfológicas observadas pela ultraestrutura e os 

dados obtidos pela citometria de fluxo sugerem que o veneno de Cvv mata os 

parasitos através de um fenótipo de necrose.  

 

5) O veneno de Cvv é composto de diferentes moléculas que agem 
sinergicamente sobre o parasito. 

• A fervura do veneno bruto de Cvv inibiu seu efeito, sugerindo o 

envolvimento de peptídeos e enzimas no processo de atividade biológica. 

• O SDS-PAGE indicou que frações puras ou enriquecidas com diferentes 

componentes protéicos possuem atividade tripanocida, sendo que os menores 

valores de DL50 foram apresentados pelas frações mais heterogêneas. 

• As alterações ultraestruturais nas membranas dos parasitos, juntamente 

com a inibição parcial do veneno bruto de Cvv na presença do inibidor p-BPB 
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(inibidor específico da PLA2), além dos danos mitocondriais semelhantes aos 

previamente relatados sobres estas organelas em fibras musculares tratadas 

com a PLA2 do veneno de Cvv, indicam que esta molécula deve agir 

diretamente sobre o parasito. 

• O indicativo de presença de uma L-AAO no veneno bruto e a evidência 

em outros trabalhos previamente publicados com tripanosomatídeos tratados, 

também sugerem que esta enzima aja sobre as diferentes formas do T. cruzi. 

• A proteína “catrina-like” purificada e isolada do veneno de Cvv se 

mostrou ativa sobre tripomastigotas, que exibiram alterações morfológicas 

marcantes na membrana dos parasitos e em organelas relacionadas a 

lisosomos, kDNA e núcleo.  

• Estes resultados confirmam que a atividade apresentada pelo veneno 

bruto de Cvv pode ser creditada a mais de uma molécula componente. 

 

6) A proteína catrina-like não é miotóxica. 

• Os resultados mostram que a proteína catrina-like não exerce 

miotoxicidade sobre músculos EDL isolados de camundongos.  
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IX. ANEXOS 
 
Durante o período de execução desta tese, foi submetido um artigo 

referente ao primeiro conjunto de resultados com o veneno bruto de Cvv. Este 

foi intitulado: “Effect of Crotalus viridis viridis snake venom on the ultrastructure 

and intracellular survival of Trypanosoma cruzi”, aceito para publicação na 

revista Parasitology (Anexo 1). 

Ainda relacionado ao tema quimioterapia direcionada ao tratamento de 

doenças causadas por tripanosomatídeos, também produzimos uma revisão 

intitulada: “Contributions of Ultrastructural Studies to the Cell Biology of 

Trypanosomatids: Targets for Anti-Parasitic Drugs”, aceita para publicação no 

periódico The Open Parasitology Journal (Anexo 2). 

Além destes, também participei da execução do trabalho publicado no 

formato de short communication no periódico International Journal of 

Antimicrobial Agents, 31 (2008) 282-286 (Anexo 3). 
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