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RESUMO 

Ação tripanocida de um mastoparano de Polybia paulista e seu possível 
mecanismo de ação 

 
A doença de Chagas, considerada uma doença negligenciada, é uma infecção 
parasitária causada pelo Trypanosoma cruzi e endêmica em diversos países. No 
Brasil, apenas o Benzonidazol é usado para o tratamento da doença. Nesse 
contexto, o potencial terapêutico das toxinas vem cada vez mais conquistando 
espaço e despertando grandes interesses da comunidade científica. Os venenos de 
invertebrados têm apresentado grande interesse como fonte de substâncias 
bioativas. Os mastoparanos, a classe mais amplamente descrita de peptídeos 
isolados a partir da peçonha de vespas, ja evidenciaram diferentes atividades 
biológicas. Assim, os peptídeos isolados têm despertado interesse científico como 
fonte de modelos moleculares para o possível desenvolvimento de novas terapias 
farmacológicas. Este estudo investigou o efeito do peptideo mastoparano (MP) 
isolado do veneno da vespa Polybia paulista sobre cepa Y de Trypanosoma cruzi e 
seu possível mecanismo de ação. Formas epimastigotas de T. cruzi foram 
cultivadas, tratadas com diferentes concentrações de MP e incubadas durante 24, 
48 e 72 horas. Formas tripomastigotas de T. cruzi obtidas através de infecção de 
células LLCMK2 foram subcultivadas, tratadas com diferentes concentrações de MP 
e incubadas durante 24 horas. Para investigar a participação das espécies reativas 
de oxigênio (ERO) no efeito citotóxico do mastoparano sobre formas epimastigotas 
de T.cruzi, placas foram incubadas com a CI50 de 24h de MP e a análise da emissão 
de fluorescência foi realizada em citometria de fluxo após adição de DCF. O efeito 
de mastoparano sobre o potencial de membrana mitocontrial das formas 
epimastigotas foi realizado pelo ensaio com rodamina 123. A citotoxicidade foi 
avaliada sobre celulas Raw 264.7 e a viabilidade dos macrófagos foi determinada 
utilizando o ensaio com MTT. No estudo de Docking molecular, obteve-se 
inicialmente a estrutura tridimensional do mastoparano a partir da sequência primária 
em programa específico. Após análise dos sítios de ligação entre peptídeo e enzima 
TcGAPDH, a estrutura cristalográfica do complexo TcGAPDH-chalepina foi utilizada 
para comparação. O mastoparano inibiu o crescimento das formas epimastigotas de 
T. cruzi, apresentando uma CI50 de 102 µg/mL, 53,95 µg/mL e 58,51 µg/mL para 24, 
48 e 72 horas de incubação respectivamente. Na análise da produção de espécies 
reativas houve um aumento significativo na intensidade relativa de fluorescência, 
quando comparado ao grupo controle. O peptideo alterou o potencial da membrana 
mitocondrial do parasita. Para as formas tripomastigotas a CI50 foi 8,83 µg/mL após 
24h de incubação. A citotoxidade do mastoparano avaliada em macrófagos não 
induziu morte celular significativa nas diferentes concentrações estudadas. No 
estudo de docking, foi evidenciado o acoplamento do mastoparano na TcGAPDH, 
demonstrando os diferentes sítios de ligação dos resíduos de aminoácidos do centro 
ativo da enzima e comparando a semelhança na posição ocupada pela molécula 
chalepina na TcGAPDH. Conclui-se que o mastoparano apresentou atividade 
tripanocida envolvendo a participação do estresse oxidativo e alteração do potencial 
de membrana sem apresentar citotóxica em células de macrófagos e parece inibir a 
TcGAPDH de T. cruzi. Portanto, o mastoparano se destaca como importante 
molécula bioativa contra os parasitas.  
 
Palavras-chave: Venenos de vespas, antiparasitários, Trypanosoma cruzi 
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Abstract 
 

Trypanocidal action: A mastoparan isolated from Polybia paulista and its 
possible mechanism action 

 
Chagas disease, a neglected disease, is a parasitic infection caused by 
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) and is endemic in several countries. In Brazil, only 
benznidazole is used for treating the disease. In this context, the therapeutic potential 
of toxins is increasingly gaining ground and stirring interest in the scientific 
community. The poisons of invertebrates have become intriguing as a source of 
bioactive substance. The mastoparan, the most widely described class of peptides 
isolated from the venom of wasps, already shows different biological activities. Thus, 
isolated peptides have attracted scientific interest as a source of molecular model for 
the possible development of new drug therapies. This study investigated the effect of 
mastoparan peptide (MP) isolated from the venom of a Polybia paulista wasp on the 
Y strain of T. cruzi and its possible mechanism of action. Epimastigote forms of T. 
cruzi were grown, treated with various concentrations of MP, and incubated for 24, 
48, and 72 hours. Trypomastigote forms of T. cruzi obtained by LLCMK2 cells 
infected were subcultured, treated with various concentrations of MP, and incubated 
for 24 hours. To investigate the involvement of reactive oxygen species (ROS) in the 
mastoparan cytotoxic effect on T. cruzi epimastigotes, plates were incubated with 
IC50 of 24 MP; an analysis of fluorescence emission was performed via flow 
cytometry after adding dichlorofluorescein (DCF). The mastoparan effect on the 
mitochondrial membrane potential of epimastigotes was tested with rhodamine 123. 
Cytotoxicity was assessed on RAW 264.7 cells, and the viability of macrophages was 
determined using the microculture tetrazolium (MTT) assay. In the study of molecular 
docking, the three dimensional structure of the mastoparan was originally obtained 
from the primary sequence specific program. After analyzing the binding sites of the 
peptide and T. cruzi glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (TcGAPDH) 
enzyme, the crystal structure of the TcGAPDH-chalepina complex was used for 
comparison. The mastoparan inhibited the growth of T. cruzi epimastigotes, with an 
IC50 of 102 µg/ml, 53.95 µg/ml, and 58.51 µg/ml for 24, 48, and 72 hours of 
incubation, respectively. In the analysis of the ROS generation, there was a 
significant increase in the relative fluorescence intensity compared to the control 
group. The peptide change had the potential of mitochondrial membrane of the 
parasite. For trypomastigotes, the IC50 was 8.83 µg/ml after 24 hours of incubation. 
The cytotoxicity of mastoparan evaluated in macrophages did not induce significant 
cell death in the different concentrations studied. In the docking study, coupling 
mastoparan was evidenced in TcGAPDH, showing different binding sites residue of 
the enzyme's active center amino acids and comparing the similar position occupied 
by the molecule in TcGAPDH- chalepina. It follows that the mastoparan showed 
trypanocidal activity involving the involvement of oxidative stress and changes in 
membrane potential without displaying cytotoxic cells; the macrophages seem to 
inhibit TcGAPDH T. cruzi. Therefore, the mastoparan stands out as an important 
bioactive molecule against parasites. 
 
Keywords: Poison wasps, antiparasitic, Trypanosoma cruzi 
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1. INTRODUÇÃO 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) denomina “doenças negligenciadas” 

como as enfermidades que apresentam maior ocorrência nos países em 

desenvolvimento. Elas correspondem a um grupo de doenças infecciosas que 

acomete predominantemente as populações mais pobres e vulneráveis, contribui 

para a perpetuação dos ciclos de pobreza, desigualdade e exclusão social, em razão 

principalmente do seu impacto na saúde (MOREL, 2006; BRASIL, 2010). 

As doenças são consideradas negligenciadas devido à falta de investimento 

no desenvolvimento de novos fármacos, métodos diagnósticos, vacinas e também 

pela pouca eficácia dos programas de controle. Embora existam financiamentos para 

pesquisas relacionada a estas doenças, é inegável que uma das razões para esse 

quadro é o baixo interesse da indústria farmacêutica nesse tema, justificado pelo 

reduzido potencial de retorno lucrativo, uma vez que a população atingida é de baixa 

renda e presente, em sua maioria, nos países em desenvolvimento (WHO, 2012). 

As doenças tropicais negligenciadas são endêmicas em 149 países e 

territórios. Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), mais de um 

bilhão de pessoas estão infectadas. O primeiro relatório abrangente da OMS sobre o 

tema foi lançado em outubro de 2010, evidenciando que o assunto é ainda bastante 

recente no âmbito da definição de políticas públicas globais (WHO, 2010). 

O Brasil tem apresentado iniciativas promissoras na tentativa de fortalecer e 

qualificar ações em temas considerados prioritários e apoiar atividades de pesquisa 

científica, tecnológica e de inovação no controle das doenças negligenciadas, entre 

elas, a Doença de Chagas (VILLAS BÔAS, 2007; DECIT, 2010).  

1.1 Doença de Chagas 

A Doença de Chagas foi primeiramente descrita em 1909 por Carlos Ribeiro 

Justiniano Chagas, que reportou seus elementos clínicos, anatomopatológicos, 

epidemiológicos, bem como seu agente etiológico, Trypanosoma cruzi (T.Cruzi) 

(CHAGAS, 1909). Considerada pela OMS como uma das treze principais doenças 

tropicais negligenciadas, tem sido um flagelo para o homem desde a antiguidade e 

continua a ser um problema econômico e social relevante em muitos países da 
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América Latina, onde a doença é endêmica (RASSI JUNIOR et. al., 2012). Segundo 

estimativas da OMS, existem no mundo aproximadamente 12 milhões de pessoas 

infectadas e 25 milhões em risco. No Brasil, cerca de três milhões de pessoas estão 

infectadas e outras cinco milhões em risco (WHO, 2015; PETHERICK, 2011).   

Durante décadas, a doença era relacionada a comunidades periféricas, de 

baixo poder aquisitivo, com condições precárias de moradia e restrita a regiões 

tropicais. Entretando, a enfermidade deixou de ter barreiras territoriais e vive uma 

fase de globalização em consequência da crescente migração de pessoas entre os 

países (SHIMIZU, 2014; AFONSO et al., 2012). Casos agudos têm sido registrados 

em diversas regiões do mundo, dentre elas, Américas (Canadá e Estados Unidos), 

Pacífico Ocidental (principalmente Austrália e Japão) e em países Europeus 

(principalmente Bélgica, França, Itália, Espanha Suíça e Reino Unido) (BEARD et. 

al., 2003; DIAZ, 2007). 

Após um século de sua descoberta, a doença de Chagas continua a ser um 

sério problema de saúde e econômico em muitos países (WHO, 2012). No final dos 

anos 70, no Brasil, a área endêmica, com risco de transmissão da doença de 

Chagas pela presença de vetores infectados, incluía 18 estados e mais de 2,2 mil 

municípios, nos quais se comprovou a presença de triatomíneos (COURA e 

BORGES-PEREIRA, 2011). 

No início, ainda sem reconhecimento da importância em termos de saúde 

pública, o controle da doença fazia parte, ao lado de outras doenças endêmicas, de 

uma Divisão de Organização Sanitária. Com a reestruturação do Ministério da Saúde 

em 1970, a Superintendência de Campanhas de Saúde Pública (SUCAM) englobou 

todas as endemias rurais, e a doença de Chagas passou a ter importância na 

mesma posição hierárquica de outras doenças transmitidas por vetores que já eram 

consideradas prioritárias, como por exemplo, a malária (BRASIL, 2010). 

 No período de 2000 a 2011, foram registrados mais de mil e duzentos casos 

de Doença de Chagas Aguda  no Brasil. Durante os anos de 2012 - 2013 ocorreram 

313 notificações. Muitos casos passam despercebidos, pois a notificação é 

obrigatória somente em casos agudos da doença. Dos infectados, 40% 

desenvolvem a doença sintomática e os 60% restantes se mantêm assintomáticos 
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por vários anos. Atualmente, tem-se observado um predomínio dos casos crônicos 

de doença de Chagas decorrentes de infecções adquiridas no passado que não 

foram notificadas (ARAUJO-JORGE, 2014). 

O Nordeste brasileiro ocupa importante lugar no contexto nacional da 

epidemiologia da doença de Chagas, sendo considerada a segunda região com 

maior número de contaminações do país, perdendo apenas para a região Norte 

(BRASIL, 2010). O Estado do Ceará apresenta cobertura vegetal predominante de 

caatingas, possuindo uma vasta área rural com habitações humanas de baixa 

qualidade e com condições ambientais adequadas para o abrigo de triatomíneos 

(DIAS, 2011; CAVALCANTI, et. al., 2009).  

1.2 Trypanosoma cruzi 

O parasita Trypanosoma cruzi, um protozoário hemoflagelado classificado 

dentro da Ordem Kinetoplastida, desenvolve-se em insetos hematófagos da família 

Reduviidae, pequenos mamíferos de vida silvestre e humanos (CHAGAS, 1909; 

RASSI JUNIOR et. al., 2010).  

Entre as diferentes espécies de triatomíneos causadores da doença de 

Chagas, o Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis e Triatoma Pseudomaculata 

podem ser considerados os principais vetores de transmissão da doença no Brasil 

(SILVEIRA et al., 1998; DIAS et al., 2001).  

O ciclo biológico do T.cruzi envolve hospedeiros vertebrados e invertebrados, 

assim como diferentes formas morfológicas com fisiologia muito particular. No 

hospedeiro invertebrado, observamos as formas epimastigota e tripomastigota 

metacíclica, enquanto que no vertebrado, encontramos a forma tripomastigota na 

corrente sanguínea (forma infectante) e a forma intracelular denominada amastigota 

(BRENNER, 1973; ARAUJO et al., 2009; CLAYTON, 2010).  

A principal fonte de transmissão do parasita Trypanosoma cruzi é pela via 

vetorial, que ocorre através do triatomíneo hematófago. O mecanismo de infecção 

ocorre no momento da picada, quando o inseto defeca na superfície do hospedeiro. 

O ato de coçar o local, em função de substância irritante liberada pelo barbeiro, 

provoca a inoculação do T. cruzi (forma tripomastigota metacíclicos). Com a 
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infecção, os parasitas são capazes de sobreviver e reproduzir-se em uma variedade 

de células nucleadas, incluindo macrófagos (SILVA et. al., 2007), na forma 

amastigota. Após vasta reprodução no interior dessas células, os protozoários 

tomam a forma tripomastigota e lisam a célula hospedeira, voltando para a 

circulação. A transmissão ocorre quando um triatomíneo se alimenta de sangue 

contaminado e passa para outro indivíduo, reiniciando o ciclo (figura 1) (CESTARI, 

2006).  

Figura 1. Ciclo de vida do T. cruzi no interior do inseto vetor e do mamífero 

hospedeiro. 
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Fonte: http://www.facmed.unam.mx/deptos/salud/periodico/chagas/cruzi.html (modificado). 

Outras formas de contaminação podem ocorrer por transfusão sanguínea e 

por vias alternativas. A aquisição da doença a partir de um doador infectado pode 

ocorrer em 10-20% dos casos (RASSI JR et al., 2010). Dessa forma, na década de 

80, o Brasil iniciou um rigoroso controle sobre os bancos de sangue privados e 

públicos, como alternativa no controle da transmissão por transfusão sanguínea 
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(DIAS et al, 2002). Juntamente com a redução dos casos de transmissão por 

transfusão sanguínea, ocorreu também a diminuição da transmissão por via 

congênita (transmissão do tipo vertical da mãe chagásica para o filho durante a  

gravidez), devido a diagnósticos e programas de tratamento para mulheres em 

idades férteis (DIAS e NETO, 2011). 

Entre as vias alternativas também estão a transmissão oral, por transplantes 

de órgãos, acidental em laboratórios e outras excepcionais (via sexual). Com as 

principais vias de transmissão sob controle no Brasil, as demais foram, de certa 

forma, negligenciadas por não serem consideradas em programas governamentais 

(DIAS e NETO, 2011). Portanto, surtos regionais de infecção aguda ainda são 

detectados no Brasil com provável transmissão por via oral. Durante os anos de 

2010 a 2013 ocorreram 476 notificações de casos de doença de Chagas aguda 

decorrente da transmissão por via oral. Em humanos, a transmissão oral acontece 

de forma esporádica e circunstancial por ingestão de alimentos contaminados pelo 

parasito, tais como caldo de cana, polpa de açaí e sopas. Geralmente, são 

encontrados vetores ou reservatórios infectados nas imediações da área de 

produção, manuseio ou utilização dos alimentos contaminados (ARAÚJO-JORGE, 

2014). No estado do Ceará,  em 2006 foram notificados oito casos de doença de 

Chagas Aguda ocasinados por transmissão oral no município de Redenção 

(CAVALCANTI, et. al., 2009). Essa via é de difícil prevenção devido à aleatoriedade 

de seu acontecimento (DIAS, NETO e LUNA, 2011). Mesmo com diferentes formas 

de evolução, a doença possui forma evoluição clínica similar.  

1.3 Evolução Clínica da Doença de Chagas 

A Doença de Chagas é uma entidade clínica em que são observadas três 

fases distintas (fase aguda, fase de latência e fase crônica). A fase aguda ocorre 

logo após o período de incubação. Nessa fase, que dura em média dois meses, a 

ausência ou o tratamento ineficaz pode determinar o aparecimento de uma 

parasitemia intensa, que persiste por cerca de quinze a trinta dias, de acordo com 

algumas características intrínsecas do paciente, associadas às características 

biológicas da cepa do protozoário. A partir da intensidade de parasitemia, o quadro 

clínico pode ir de uma síndrome clínica silenciosa e assintomática até uma síndrome 
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multifatorial com reação local, febre persistente, cefaléia podendo  também ocorrer 

linfadenopatia e hepato-esplenomegalia (COURA, 2007).   

Quando a transmissão do trypanosoma é a conjuntiva ocular, pode surgir um 

edema bipalpebral, unilateral, denominado sinal de Romanã. Quando o parasita 

penetra por outros locais da superfície corporal, a lesão produzida recebe o nome de 

"chagoma de inoculação". Com frequência, a fase aguda passa despercebida, pois 

seus sintomas podem confundir-se com os de diversas outras infecções. Entretanto, 

em alguns pacientes, principalmente crianças ou indivíduos imunodeficientes, 

quadros meníngeos graves e de insuficiência cardíaca podem estar associados e 

causar óbito (LESCURE et al., 2010).  

Após o período agudo (fase que dura cerca de 4 a 8 semanas), os indivíduos 

acometidos que não apresentaram sintomas progridem para a denominada fase de 

latência ou fase crônica indeterminada, quando a parasitemia decresce, porém, os 

tecidos continuam infectados. Cerca de 70-80% desses pacientes não apresentam 

sintomas durante essa fase (eletrocardiograma normal, esôfago e cólon também 

normais), mas apresentam positividade para anticorpos contra o T. cruzi no soro, 

permanecendo dessa forma até o final da vida (RASSI JR et al., 2010). 

As manifestações crônicas da doença de Chagas aparecem mais tarde, na 

vida adulta, 20 a 40 anos depois da infecção original, onde são identificáveis 

sintomas de comprometimento cardíaco e digestivo. A cardiomiopatia da doença é 

caracterizada por processo inflamatório crônico ocasionando danos como arritmias, 

falência do coração e tromboembolismo (BERN, 2011; COURA e BORGES-

PEREIRA, 2010), de forma que ocorre miocardite progressiva com o 

comprometimento da função contrátil do músculo cardíaco.  

Na forma digestiva, as manifestações clínicas são devidas à dilatação do trato 

gastrointestinal (megacólon e megaesôfago). Há, nestas fases, gradativa redução da 

qualidade de vida e da capacidade de trabalho dos doentes, que passam a 

necessitar de atenção médica constante (COURA, 2007). Não é uma doença fatal 

nos estágios iniciais; no entanto, no Brasil, a cardiopatia da doença de Chagas é 

uma importante causa de morte entre adultos de 30 a 60 anos e uma grande causa 

de implante de marcapasso cardíaco e de transplante de coração. (ABE et al. 2002; 

PEDRA, et al., 2011; ARAÚJO-JORGE, 2014).  
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1.4 Terapia Medicamentosa da Doença de Chagas 

Após a descoberta da doença de Chagas, até o momento, nenhum novo 

fármaco foi desenvolvido para patologia e o tratamento utilizado é direcionado para a 

sintomatologia e não para a etiologia da doença. Assim, do ponto de vista 

sintomático, procura-se amenizar as diversas manifestações clínicas. Do ponto de 

vista etiológico, somente um fármaco está disponível para uso em humanos no 

Brasil, o Benzonidazol (BZN) (Figura 2) (VIOTTI et al.,2009 ).  

Figura 2. Estrutura Química do Benzonidazol 

 

Fonte: ANDRADE, 2013 (Modificado)  

 

O mecanismo de ação  do BZN, um derivado nitro-heterocíclico, nos 

trypanosomas  ainda não se encontra totalmente elucidado, porém duas hipóteses 

foram propostas. A primeira  seria através de reações bioquímicas que levam à 

ruptura do DNA do parasita. A segunda resultou da observação que a ativação do 

fármaco poderia levar à formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

(WILKINSON e KELLY, 2009).  

A ação do BZN na formação de ERO seria  através da formação de radicais 

livres e/ou metabólitos eletrofilicos. O grupo nitro (NO2) presente nestas moléculas é 

reduzido ao grupo amino (NH2), pela ação de enzimas do tipo nitroredutase. Este 

processo (iniciado pela reação catalisada pela NADPH citocromo P450 redutase) 

leva à formação de um intermediário nitro radicalar (R-NO2-), com subsequente 

formação de hidroxilamina (R-NHOH) (DIAS et al., 2009). 
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Segundo evidências, o BZN não atua através do ciclo redox e não depende 

diretamente de espécies reativas de oxigênio (DIAS et al., 2009). O efeito tripanocida 

aconteceria através do radical nitro, com a formação de ligações covalentes com 

macromoléculas do parasita (DIAZ DE TORANZO et al., 1988). Alguns estudos 

descrevem ainda que o BZN aumenta a fagocitose e lisa o T. cruzi através de um 

mecanismo dependente de IFN-γ (ROMANHA et al., 2002).   

Outro trabalho que tentou explicar o mecanismo de ação do BZN foi realizado 

por Turrens et al. (1996), que mostraram que o BZN é um potente inibidor da enzima 

NADH-fumarato redutase, importante para a produção de energia nos 

tripanossomatídeos e presente em todas as fases evolutivas do T. cruzi. Nesse 

estudo, foi observada uma forte correlação entre a inibição do crescimento de 

formas epimastigostas em cultura celular e a inibição dessa enzima in vitro. 

A baixa seletividade de vias bioquímicas deste medicamento acaba afetando 

também o paciente que recebe o tratamento, ocasionando efeitos adversos durante 

a terapia (Tabela 1) (CANÇADO, 2002).  Na fase aguda da doença, o índice de cura 

dos pacientes que fazem uso do benzonidazol tem sido, em media, de 75% 

(INBEQMEDI, 2014). Entretanto, o tratamento na infecção crônica ainda permanece 

controverso e com poucos estudos longitudinais que comprovem o benefício do uso 

do medicamento (CORTEZ, et. al., 2012; ANDRADE, 2013; FIOCRUZ, 2015). 

Tabela 1. Efeitos colaterais da terapia com Benzonidazol.  

Efeitos Colaterais Benzonidazol 

Alterações da Pele (Hipersensibilidade) 25-30% 

Distúrbios gastrointestinais 10-40% 

Distúrbios do Sono 10-20% 

Polineuropatias (Parestesias e Polineurite) 27% 

Anorexia e Perda Ponderal 5-40% 

Cefaléias 2-8% 

Mialgias ou Artralgias 5-30% 

Edema e/ou Febre 1-9% 

Dados são em % de doentes. 
Fonte: CORTEZ, et. al., 2012 (modificado).  
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Do ponto de vista social e econômico, o controle da transmissão da doença 

de Chagas é altamente impactante, não somente por possibilitar a eliminação de um 

agravo de grande importância humana, mas também por representar enorme retorno 

financeiro aos investimentos realizados pelo Ministério da Saúde (MS) (SILVEIRA e 

VINHAES, 1998; DIAS, 2001).  O MS disponibiliza gratuitamente aos estados o 

tratamento específico para todos os pacientes identificados com a doença ou 

portadores. Apesar da atual situação de controle da transmissão vetorial, existem 

ainda desafios relacionados ao diagnóstico e atenção aos portadores da infecção.  

Além da citotoxicidade característica, diversas  cepas de  T. cruzi vêm  

apresentando resistência a estas drogas, bem como o BZN possui limitada ação na 

fase crônica da doença. Tudo isso requer, portanto, a necessidade de um novo 

arsenal quimioterápico (MARIN-NETO, et al, 2009). 

A existência de cepas do T. cruzi naturalmente resistentes às drogas 

administradas no tratamento da doença de Chagas, as reações adversas e a 

ineficácia das terapias atuais, justificam a importância de pesquisas relacionadas a 

esta temática. Dentro deste contexto, as toxinas de artrópodes podem conter 

substâncias bioativas com potencial para serem usadas como modelos moleculares 

para o desenvolvimento de novas drogas.  

1.5 Estresse Oxidativo e a Doença de Chagas  

O oxigênio (O2) é um elemento de defesa do nosso organismo, indispensável 

e absolutamente necessário à respiração celular (PEREIRA e PEREIRA, 2012). 

Efeitos tóxicos do oxigênio,  sobre componentes biológicos, já eram conhecidos no 

final  de século XIX, tornando-se objeto de intensa investigação científica. As 

alterações na respiração celular podem formar Radicais Livres (RL), destruindo 

células do organismo (HALLIWELl, 2000).  

Embora o oxigênio desempenhe um papel fundamental no processo de 

fosforilação oxidativa, permitindo ao nosso organismo utilizar a energia proveniente 

de nutrientes (como carboidratos, lipídios e proteínas) com maior eficiência, uma 

pequena fração do seu consumo mitocondrial é transformada em espécies reativas 

de oxigênio (ERO) (JI, 1999; CHANCE, 1979). As ERO são derivadas do oxigênio 
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molecular, são altamente instáveis e reagem rapidamente com outros radicais livres 

e macromoléculas em reações em cadeia para gerarem o aumento de oxidantes 

nocivos (KIRKINEZOS e MORAES, 2001). Acredita-se que os efeitos tóxicos das 

ERO variam em função da quantidade e da força oxidante (ZACKS et al., 2005). O 

radical superóxido (O2
•-), o peróxido de hidrogénio (H2O2), o oxigênio singleto (1O2) e 

o radical hidroxilo (HO.) podem ser considerados como as principais espécies 

reativas de oxigénio (PEREIRA e PEREIRA, 2012).  

Em células aeróbicas saudáveis, as espécies são produzidas naturalmente 

como um subproduto de diferentes vias metabólicas como, por exemplo, a 

fosforilação oxidativa. No entanto, essas espécies podem ser induzidas sob algumas 

condições de estresse, especialmente na exposição a oxidantes ambientais e certas 

drogas/substâncias que levam ao estresse oxidativo (JI, 1999; MENEGHINI, 1987).  

O estresse oxidativo é uma condição biológica em que ocorre desequilíbrio 

entre a produção de espécies reativas de oxigénio e a sua desintoxicação através de 

sistemas biológicos que as removam ou reparem os danos por elas causados. 

Todos os organismos vivos possuem um ambiente intracelular de natureza redutora, 

existindo um equilíbrio entre as formas oxidada e reduzida de moléculas como o 

NADH, equilíbrio esse mantido por enzimas à custa de energia metabólica. 

Perturbações neste equilíbrio redox podem provocar a produção de peróxidos e 

radicais livres que danificam todos os componentes celulares, incluindo proteínas, 

lípidos e o DNA (GUPTA et al., 2009; FRANCISCO, 2011).  

Foi evidenciado que a exposição de células a um mesmo agente tóxico pode 

desencadear injúria celular e esta pode ocasionar uma variedade de respostas de 

adaptação, reparação, proliferação ou morte celular, a depender da dose e do tempo 

de exposição ao agente indutor (DYPBUKT, et al., 1994; BONFOCO et al., 1995).  

Durante o ciclo de vida, o T. cruzi está exposto a diferentes espécies reativas 

geradas pelo metabolismo aeróbico do próprio parasita, à resposta imune do 

hospedeiro e à ERO liberadas pelos fármacos utilizados no tratamento da doença de 

Chagas. As ERO contribuem para a desestabilização da membrana celular do 

parasita, inativação de enzimas essenciais, mutagênese e danos ao DNA. Assim, 

quanto maior a quantidade de radical livre gerado, maior será o dano causado pelo 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Ani%C3%A3o_radical_super%C3%B3xido
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estresse oxidativo no T. cruzi (TURRENS, 2004). Foi observado que o T. cruzi 

possui diferentes mecanismos de detoxificação para manter a homeostase redox, a 

maioria deles baseados em mecanismos que envolvem atividade enzimáticas 

importantes do parasita (PEREIRA, 2003). 

Portanto, um melhor entendimento dos mecanismos de defesa do T. cruzi 

contra o estresse oxidativo, bem como o conhecimento baseado das atividades 

enzimáticas das vias metabólicas do parasita podem ser estratégias eficientes na 

busca por novos alvos terapêuticos.  

1.6 Via Glicolítica do Trypanosoma Cruzi e a Enzima GAPDH 

Recentemente, despertou interesse na comunidade científica a identificação 

de alvos enzimáticos vitais para os parasitas como estratégia na busca de novas 

terapêuticas. Particularmente, na família Trypanosomatidae, um dos alvos 

enzimáticos mais estudados, visando a quimioterapia, são as enzimas da via 

glicolítica (MELOS e ECHEVARRIA, 2012). 

A via glicolítica é a principal forma de obtenção de energia de 

tripanossomatídeos. A morte do parasita por inibição de uma enzima ou via 

metabólica, essencial para sua sobrevivência e não-essencial para o hospedeiro, 

requer a exploração das diferenças entre essas vias ou enzimas. Isto é, a 

exploração quantitativa dessas diferenças no metabolismo e na seleção de vias ou 

enzimas, que exerçam um alto nível de controle metabólico no parasito e um baixo 

nível de controle metabólico no hospedeiro, são fatores que determinam a 

especificidade e consequentemente a eficácia do potencial inibitório de uma 

substância com potencial terapêutico (URBINA, 2010). 

 Os tripanossomatídeos são dependentes da glicólise para a produção de 

ATP, sendo esse mecanismo realizado por diferentes enzimas de diferentes vias 

metabólicas. Como muitas enzimas glicolíticas, as presentes no metabolismo 

oxidativo dos parasitas apresentam características próprias, sendo consideradas 

potenciais alvos para novos agentes quimioterápicos. Desta forma, a maioria dos 

estudos descritos na literatura envolve as enzimas frutose-1,6-difosfato aldolase, 

triose fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato 



30 
 

quinase, piruvato quinase e glicerol-3-fosfato desidrogenase (MELOS e 

ECHEVARRIA, 2012; PROKOPCZYK, et al., 2014). 

Dentre as enzimas da via glicolítica dos tripanossomatídeos, a que vem 

despertando maior interesse é a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH) 

(VERLINDE et. al., 2001). Esta enzima catalisa a fosforilação oxidativa de D-

gliceraldeido-3-fosfato em 1,3- bisfosfoglicerato na presença de NAD+ e fosfato 

inorgânico (BAKKER et al., 2000; LADAME et al.,  2003).  

 A GAPDH é um alvo de grande interesse para o desenvolvimento de 

inibidores do parasita causador da Doença de Chagas pelo fato de apresentar 

algumas características específicas, tais como:  

1. Apresentar uma estrutura tridimensional (3D), o que permite estudos 

estruturais detalhados do seu sítio ativo e a investigação do modo de 

interação do ligante (LADAME et al., 2003);  

2. Ser uma enzima de glicólise que tem grande importância no controle cinético 

do fluxo glicolítico (BAKKER et al., 1999).  

 

A alta dependência da via glicolítica para a obtenção de energia pelos 

tripamossomatídeos, a organização particular das enzimas dessa via no glicossomo 

e a ocorrência de características únicas, tanto estruturais quanto no mecanismo de 

muitas enzimas envolvidas na glicólise, oferecem uma série de oportunidades para o 

desenvolvimento de novos agentes tripanocidas. Esse conjunto de características 

explica o motivo pelo qual as enzimas da via glicolítica são  alvos promissores na 

busca por novos fármacos para o tratamento de doenças causadas por 

tripanossomatídeos (REIS et al., 2013). 

Estudos experimentais e de simulação computacional do controle do fluxo 

metabólico na via glicolítica tem demonstrado que os alvos preferenciais para 

inibição são o transportador de glicose e as enzimas aldolase e GAPDH. Assim, 

desde a elucidação da estrutura da enzima GAPDH do Trypanosoma cruzi 

(TcGAPDH), foram desenvolvidos diversos estudos na busca por inibidores em 

produtos  naturais (TOMAZELA, 2000) e  em estruturas de complexos proteina-

ligante (PAVÃO et al., 2002). Um exemplo é o complexo da enzima com o produto 
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natural chalepina, uma cumarina extraída da arvore de mata atlântica Pilocarpus 

spicatus, elucidado por cristalografia de raios-X. Com base nesta estrutura, diversos 

análogos foram planejados e sintetizados buscando aperfeiçoar a afinidade e 

especificidade dos ligantes, maximizando assim seu potencial farmacológico 

(CASTILHO, 2004).  

1.7 Docking Molecular 

 A busca por moléculas que possam se ligar a alvos de interesse biológico é 

importante no processo de descoberta de novas substância com potencial 

terapêutico. Nesse contexto, estudos utilizando tecnologia computacional se 

mostram favoráveis para comunidade científica (FEINSTEIN e BRYLINSK, 2015).  

 Se uma estrutura tridimensional do alvo em estudo encontra-se disponível, a 

simulação através de docking molecular pode ser uma ferramenta muito útil no 

estudo e descoberta de novos fármacos (PIERRI et al., 2010). Por docking molecular 

pode-se estudar complexos intermoleculares formados, por exemplo, entre enzimas, 

receptores e DNA. Essa ferramenta é amplamente utilizada no estudo das 

interações entre inibidores e suas respectivas enzimas (LEACH, 2001). 

 Nessa metodologia computacional, são investigadas as possíveis orientações 

que determinada molécula (ligante) assume no interior do sítio ativo de uma proteína 

(alvo). Assim, o entendimento de como essa interação entre o alvo e o ligante 

acontece se torna fundamental, aliando características de alta 

seletividade/especificidade e propriedades farmacocinéticas adequadas (CASTILHO 

2004). 

O docking molecular consiste em um método que tem por objetivo encontrar a 

orientação e conformação mais provável de um ligante ancorado em um 

determinado alvo, permitindo a predição da estrutura espacial do complexo receptor-

ligante e sua respectiva energia livre de formação (KITCHEN et al., 2004; PYRKOV 

et al., 2010). Os resultados são obtidos basicamente através de uma análise de uma 

amostragem conformacional em que diversas conformações ancoradas são 

exploradas para tentar prever uma potencialmente correta (PIERRI et al., 2010).  O 

método, em geral, envolve uma função de energia contendo parâmetros 
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eletrostáticos, forças de Van der Waals e ligações de hidrogênio, os quais geram 

modelos que predizem as melhores orientações do ligante, segundo uma lista 

escore de energia (SILVA, 2008; MARSHALL, 2004). 

Existem diversos softwares voltados ao ensino de química que auxiliam na 

compreensão de conceitos químicos, dentre eles o software Avogadro. Trata-se de 

um programa computacional gratuito, com interface de fácil  visualização em 3D, o 

que possibilita a abordagem de diversos conceitos químicos como a geometria 

molecular, ângulos de ligação, cálculo de energia, massa molecular, propriedades 

periódicas, etc (FEINSTEIN e BRYLINSK, 2015).  

Estas metodologias tem, portanto, criado perspectivas promissoras de 

descoberta de novas alternativas quimioterápicas para o tratamento da doença de 

Chagas.  

 

1.8 Artrópodes no Brasil 

As substâncias com atividade biológica derivadas de produtos animais são 

focos atuais da ciência na busca de novos medicamentos e aplicações em 

biotecnologia (HARVEY, et al., 1998; MORTARI, et al., 2007), pois possuem 

estruturas com grande diversidade química, especificidade bioquímica, além de 

outras propriedades moleculares que os tornam favoráveis como substâncias que 

conduzem à descoberta de novas drogas (ALTMANN, 2001). 

A pesquisa por novos fármacos cresceu bastante nos últimos anos. Dessa 

forma, os venenos de invertebrados têm apresentado grande interesse como fonte 

de substâncias bioativas (MORTARI, et al., 2007). Dentre os invertebrados 

existentes, cerca de 1,5 milhões de espécies são de artrópodes (FREITAS et al., 

2006). 

Dentre a grande diversidade e abundância dos artrópodes, os insetos podem 

ser considerados um dos grupos de animais e, juntamente com os crustáceos e 

outros artrópodes, compõem cerca de 70% das espécies existentes no planeta, 

sendo que a Classe Insecta, sozinha, possui diversidade maior que qualquer outro 

animal terrestre (GARCIA, 1999; LIMA, de LIMA, PREZOTO, 2000). 
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 A ordem Hymenoptera, que pertence a classe insecta, é formada por milhões 

de espécies e possui interesse clínico significativo, uma vez que muitos 

envenenamentos de importância médica são causados por membros pertencentes 

às famílias Apidae (abelhas), Formicidae (formigas) e Vespidae (vespas) (STEEN et 

al., 2005). 

Pesquisas sobre a estrutura, atividade biológica e mecanismos de ação do 

veneno total e/ou toxinas isoladas do veneno de Hymenoptera evidenciam a 

presença de efeitos importantes sob o ponto de vista médico, farmacológico e 

imunológico (OLIVEIRA, 2000; LORENZI, 2002). Assim, esses venenos vêm 

despertando grande interesse nos pesquisadores, principalmente nas áreas médica 

e farmacológica. 

A peçonha de vespas sociais, formada por uma variedade de compostos que 

foram desenvolvidos ao longo do processo evolutivo, é utilizada efetivamente para a 

auto-defesa, captura e/ou imobilização das presas, com diversas ações 

farmacológicas (HABERMANN, 1972; NAKAJIMA et al., 1985; MORTARI et al., 

2005; 2007).   

Peçonhas das famílias Apidae (abelhas) e Vespidae (vespas) são constituídas 

de peptídeos, proteínas e aminas biogênicas (EDERY, et. al., 1978; GRIESBACKER, 

et. al., 1998; MENDES et. al., 2004). Os peptídeos são classificados segundo suas 

atividades biológicas e estruturas moleculares (NAKAJIMA et al.,  1985).  

1.9 Mastoparanos  

Os mastoparanos, a classe mais amplamente descrita de peptídeos isolados 

a partir da peçonha de diferentes espécies de vespas, foram assim denominados 

devido ao seu primeiro alvo reconhecido, os mastócitos (HIRAI et al., 1979a). São 

peptídeos ricos em lisina e desempenham diversas funções biológicas, dentre elas a 

liberação de mediadores através da ativação dos receptores de proteína-G 

(PERIANIN e SNYDERMAN, 1989; HIGASHIJIMA e ROSS, 1991), a estimulação da 

fosfolipase A2 e C, a mobilização de Ca2+ para o retículo sarcoplasmático 

(NAKAJIMA et al., 1986), o envolvimento na morte celular por necrose ou apoptose 

(PERIANIN e SNYDERMAN, 1989) e a atividade antimicrobiana (KONNO et al., 
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2001). Estudos realizados com diversos tipos de mastoparanos mostraram que 

alguns peptídeos possuem atividade hemolítica baixa, porém atividade antibiótica 

elevada (SOUZA, 2006).  

Diversos estudos mostraram que os mastoparanos interagem com 

membranas biológicas naturais e artificiais, assumindo uma conformação em hélice-

α anfipática, podendo causar um aumento na permeabilidade, sendo esta a causa 

primária do efeito de liberação de mediadores da ativação celular (NAKAJIMA et al., 

1986; MELLOR e SANSOM, 1990; SCHWARZ e BLOCHMANN,1993; DANILENKO, 

et. al., 1993; MATSUZAKI, et. al.1996). 

A necessidade de se compreender o mecanismo de ação de peptídeos, como 

os mastoparanos, abriu um vasto campo para pesquisas sobre as estruturas e 

funções desses compostos. Muitos autores afirmam que a estrutura interfere 

fortemente na intensidade e/ou tipo de atividade biológica dos peptídeos 

biologicamente ativos. Sendo assim, suas estruturas devem ser determinadas, não 

somente para explicar suas atividades biológicas, mas também para favorecer o 

desenvolvimento de novas drogas (KYOGOKU, et al., 2003).  

Hirai, et. al. (1979b), identificaram e caracterizaram o primeiro mastoparano a 

partir do veneno da vespa social Vespula lewisii. Este peptídeo, composto 

basicamente de lisina e resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, foi o primeiro 

exemplo de peptídeo desgranulador de mastócitos isolado do veneno de vespas. 

Konno, et. al. (2000) isolaram o Eumenine Mastoparano-AF da vespa solitária 

Anterhynchium flavomarginatum micado, que difere dos demais mastoparanos 

descritos pelo posicionamento distinto de lisina. Este peptídeo foi considerado como 

o principal componente peptídico do veneno desta vespa, com atividades biológicas 

similares às dos mastoparanos clássicos. 

Estruturalmente, os peptídeos de vespas apresentam-se em conformação α-

hélice, possuem na sua sequência primária 10 a 14 resíduos de aminoácidos 

(NAKAJIMA et al, 1985). São ricos em aminoácidos hidrofóbicos como leucina, 

isoleucina,  alanina, assim como apresentam algumas lisinas em suas seqüências 

primárias (NAKAJIMA et. al., 1986).  
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Embora as sequências de aminoácidos destes peptídeos sejam relativamente 

conservadas, substituições de alguns resíduos parecem alterar as atividades 

biológicas destes peptídeos, demonstrando ser esta uma interessante base para 

estudos futuros utilizando aplicações farmacológicas (MURATA et al., 2006; 

CEROVSKY et al., 2008). 

No trabalho realizado por Souza et. al. (2004) e Dias (2011), foi proposto um 

estudo de caracterização estrutural e funcional de alguns representantes da classe 

dos mastoparanos. Assim, foram identificadas diferentes sequências de aminoácidos 

do peptídeo mastoparano isolado da espécie de vespa social Polybia Paulista, como 

demonstrado na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Sequência primária de Mastoparanos isolados do veneno da vespa 

Polybia Paulista. 

Peptídeos Sequenciados do Veneno de P.Paulista 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14  

I D W K K L L D A A K Q I L Souza et. al., 2004. 

I D W L K L G K M V M D V L Souza et. al., 2004. 

I N W L K L G K M V I D A L Souza et. al., 2004. 

I/L D W L K/Q L R V I S V I D I/L 
Dias, 2011. 

I/L N W H D I A I K/Q N I D A I/L 
Dias, 2011. 

I/L D W L K/Q L K/Q M V M     
Dias, 2011. 

 

 

Fonte: SOUZA et al., (2004); DIAS, 2011 (Modificado). 
 

  

Nesse sentido, estudos científicos com sequencias de aminoácidos vem 

sendo realizados na tentativa de novas buscas de substância portencialmente ativas 

e com possível atividade biológica. A busca por terapias mais eficientes para as 
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doenças que acometem a humanidade se torna  foco de comercialização de 

produtos farmacêuticos de origem natural e, consequentemente, intensifica o 

interesse na área cientifica (CASSÉ, 2014).  

 Venenos de invertebrados também são promissores na pesquisa de novos 

fármacos. A ziconotida (Prialt ®), por exemplo, um peptídeo sintético com ação 

analgésica usado no tratamento da dor crônica, foi produzida a partir do peptídeo ω-

conotoxina MVIIA, isolado do veneno do molusco Conus magus (MILJANICH, 2004).   

 Orivel et al., (2001) e Jonhson et al., (2010) encontraram ação antibacteriana 

no veneno de formigas Pachycondyla goeldii, Myrmecia pilosula e Dinoponera 

australis, sobre cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Além dos efeitos 

de venenos totais, vários peptídeos antimicrobianos já foram isolados de venenos de 

insetos (MONINCOVÁ et al., 2010; ČUJOVÁ et al., 2014). Shen et al., (2010) e 

Mendes et al., (2004) observaram em seus estudos a ação dos peptídeo isolados da 

vespa Pteromalus puparum e Agelaia pallipes contra bactérias Gram-negativas e 

Gram-positivas. Previamente, foi identificada ação antifúngica do peptídeo 

denominado defensina-símile isolado da vespa Nasonia vitripennis (YE et al., 2010; 

TIAN et al., 2010). Os peptídeos polybia-MPI e polybia-CP, sintetizados a partir do 

veneno da vespa Polybia paulista, possuem uma potente atividade antibacteriana 

sobre cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis e Bacillus subtilis (WANG et al., 2012; WANG et al., 2013). Essa mesma 

espécie de vespa também foram isolados outros dois peptídeos com atividade 

antibacteriana, denominados Polybina I e II (RIBEIRO et. al., 2004). 

 Estruturalmente, diversos peptídeos antimicrobianos apresentam atividade in 

vitro contra espécies de Leishmania e Trypanosoma (RANGEL, et.al., 2011; 

DEOLINDO et al., 2010; ADADE et al., 2011). Partindo dos resultados prévios a 

respeito do efeito biológico dos peptídeos isolados de venenos vespídeos, assim 

como o escasso arsenal terapêutico existente no Brasil, onde o único medicamento 

utilizado para o controle e evolução da Doença de Chagas é o Benzonidazol, o qual 

apresenta limitações devido à sua alta toxicidade e eficácia limitada, tornou-se 

importante a busca por novas substâncias bioativas. Nesse contexto, nosso estudo 

teve o propósito de investigar a ação antiparasitária do peptídeo mastoparano nas 
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formas epimastigota e tripomastigota do parasita Trypanosoma cruzi cepa Y, bem 

como estudar o provável mecanismo de ação.   
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2.  JUSTIFICATIVA 

 

As doenças parasitárias necessitam de fundamental atenção, tanto devido ao 

aumento significativo da resistência dos parasitos aos agentes terapêuticos 

disponíveis, como ao fato de serem comumente classificadas como doenças 

negligenciadas possuindo assim pouco incentivo para a pesquisa clínica e para o 

desenvolvimento tecnológico (CANÇADO, 2002). A Doença de Chagas continua 

sendo um grave problema de saúde pública devido à terapia inadequada e eficácia 

limitada, uma vez que somente o Benzonidazol é utilizado para o tratamento da 

doença no Brasil (COURA et. al., 1997; MCKERROW et al., 2009). 

Os produtos naturais e seus derivados tem sido tradicionalmente a fonte mais 

comum na obtenção de substâncias biologicamente ativas (ALTMANN, 2001; 

CLARDY e WALSH, 2004; KIRKPATRICK, 2002). 

Dentro deste contexto, substâncias bioativas de origem animal podem servir 

de modelos para serem utilizadas como futuras drogas na terapêutica. Os peptídeos 

isolados têm despertado interesse científico como fonte potencial de substâncias 

bioativas. Assim, o presente trabalho propõe estudar o efeito do Mastoparano, 

peptídeo isolado do veneno da vespa Polybia Paulista, sobre formas do ciclo 

evolutivo do T. cruzi, bem como investigar o provável mecanismo envolvido na 

atividade tripanocida.  
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3 OBJETIVOS 
 
 
 
3.1 Objetivo Geral 
 

Investigar o efeito do peptídeo mastoparano (MP) isolado do veneno da vespa 

Polybia paulista sobre cepa Y de Trypanossoma cruzi e seu possível mecanismo de 

ação.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito citotóxico do mastoparano sobre formas epimastigota e 

tripomastigota de cepa Y de Trypanosoma cruzi; 

 

 Verificar a produção de espécie reativa de oxigênio em forma epimastigota; 

 

 Avaliar a possível alteração do potencial de membrana mitocondrial em formas 

epimastigota; 

 

 Avaliar a toxicidade in vitro do peptídeo em estudo sobre células de macrófagos 

RAW 264.7; 

 

 Verificar a interação do mastoporano com a enzima TcGAPDH por meio de 

ensaios In silico, identificando assim o modo de ligação mais provável e as 

interações do ligante com a enzima; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Os experimentos foram realizados no Laboratório de Cultivo Celular (LCC) do 

Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de Farmácia, da 

Universidade Federal do Ceará. 

 

4.1 Peptideo, células e substâncias utilizadas 

  

O peptídeo Mastoparano (MP) da vespa Polybia paulista foi sintetizado, 

purificado no instituto de biociência pela Profa. Dra. Bibiana Monson de Souza da 

Universidade Estadual Paulista - UNESP e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Mario - 

UNESP.  A síntese do MP foi realizada através do método manual em fase sólida 

(MERRIFIELD, 1986), utilizando-se química N-9-fluorenilmetoxicarbonil, também 

conhecida como estratégia Fmoc. 

As formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi  foram obtidas do 

laboratório de Bioquímica do instituto de Química da USP e cultivadas no 

Laboratório de Cultivo Celular (LCC) da Universidade Federal do Ceará.  

As células Raw 264.7  foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro. 

As substâncias e sais utilizados para realização do estudo foram obtidos da empresa 

Sigma-Aldrich. 

 

4.2 Avaliação do efeito do mastoparano (MP) sobre formas epimastigotas de T. 

cruzi 

 

4.2.1 Cultivos de formas epimastigotas de T. cruzi 

 

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) e 1% de solução de antibióticos 

(penicilina/estreptomicina, Sigma, Brasil), de acordo com Camargo (1964). Os 

parasitos foram mantidos em incubadora B.O.D (Fanem, Brasil) a 28°C. Os parasitas 

utilizados para os experimentos foram provenientes de culturas da fase exponencial, 

determinada através da realização de uma curva de crescimento por contagem diária 

dos parasitas em câmara de Neubauer, após diluição em PBS.  
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4.2.2 Efeito citotóxico sobre as formas epimastigotas de cepa Y T. cruzi 

 

As formas epimastigotas de T. cruzi foram subcultivadas, em placas de 96 

poços, na densidade de 1x106 parasitas/mL e incubadas a 28ºC em estufa de B.O.D. 

(Fanem, Brasil) em meio LIT enriquecido com 1% de antibióticos e 10% de Soro 

Bovino Fetal (SBF). As alíquotas de diferentes concentrações do MP (12,5; 25; 50; 

100 e 200 µg/mL) foram adicionadas à suspensão de parasitos. A placa foi incubada 

por 24, 48 e 72 horas nas condições de cultivo. Neste ensaio foi utilizado como 

controle negativo os parasitos tratados com PBS estéril. O movimento dos parasitos 

foi observado em microscópio invertido (x100) (ABE, 2002; GONÇALVES et al. 2002), 

sendo a inibição do crescimento determinada por quantificação em câmara de 

Neubauer. As culturas sem tratamento foram consideradas 100% de crescimento e a 

CI50 (concentração que inibe 50% do crescimento dos parasitas) foi determinada de 

acordo com o modelo PROBIT de análise de regressão. (Figura 03). 

 

Figura 03- Desenho esquemático dos ensaios de citotoxicidade em formas 

epimastigotas de Trypanosoma cruzi. 

 

Fonte: Autora. 
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4.3 Análise da produção de espécies reativas de oxigênio em formas 

epimastigotas  

 

 Com o intuito de estudar a participação das espécies reativas de oxigênio 

(ERO) no efeito citotóxico do mastoparano sobre formas epimastigota de T.cruzi, foi 

utilizado como indicador da geração de ERO, a substância 2′,7′-Diacetato de 

Diclorofluoresceína (DCF), que apresenta um alto rendimento quântico de 

fluorescência, sendo utilizada como marcador para o estresse oxidativo da célula. 

No estudo, placas de 24 poços foram incubadas 1x106 células/mL com a CI50 

de 24 horas de MP (102 µg/mL). Após 3 horas de incubação, adicionou-se DCF (2 

mM). A placa foi mantida protegida da luz até o fim do período de tratamento (6 

horas). Em seguida, as células foram coletadas, centrifugadas (2500 rpm por 5 

minutos) e lavadas com PBS. Por fim, o pellet foi resuspendido e analisado em 

citômetro de fluxo (FACSCalibur, BD), para análise da emissão de fluorescência 

(FL1) (Figura 04). Como controle positivo, foi usado o terc-butilhidroperóxido (25 µM), 

um indutor do estresse oxidativo.  

 

Figura 04 – Desenho esquemático da análise da produção de Especies Reativas de 

Oxigênio 

 

Fonte: Autora. 
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A intensidade de fluorescência emitida foi estimada pela média geométrica da 

intensidade de fluorescência nos diferentes grupos experimentais. A análise 

estatística foi feita a partir da intensidade relativa de fluorescência, determinada 

usando a fórmula (Intensidade Relativa de fuorescência = Fluorescência teste / 

Média de fluorescência CT), aonde a Fluorescência teste foi determinada pela 

intensidade apresentada pelo MP e a fluorescência CT determinada pelo controle 

negativo (PBS). 

4.4. Determinação do potencial transmembrâncico mitocontrial  

Na busca de verificar o efeito de MP sobre o potencial de membrana 

mitocontrial das formas epimastigotas, foi realizado o ensaio com rodamina 123 por 

meio de citometria de fluxo. A rodamina-123 (Rh-123) é um fluorocromo específico 

para a marcação mitocondrial em células vivas. O fato de ser um fluorocromo 

catiônico (carregado positivamente) permite que seja atraído pelo elevado potencial 

elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior 

dessas organelas, emitindo uma fluorescência vermelha (FL2). Alterações ao nível 

da membrana mitocondrial (potencial transmembrânico) podem ser detectadas em 

ensaios de citometria por meio da diminuição da vermelha mitocondrial, iniciando a 

redução do acúmulo de Rh-123 nessa organela (JOHNSON et. al., 1980). 

 4.4.1 Protocolo Experimental 

As formas epimastigotas na concentração de 1x106 células/mL foram 

incubadas com a CI50 de MP e PBS (controle negativo) durante 24 horas em placas 

de 24 poços. Em seguida as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. 

O precipitado obtido foi lavado 2 vezes com PBS e ressuspenso em 490 µL de PBS. 

As suspensões foram tratadas com rodamina (na concentração final de 10 µg/mL) 

por 30 minutos ao abrigo da luz. Por fim, as amostras foram centrifugadas, lavadas 2 

vezes, ressuspensas em 500 µL de PBS e analisadas em citômetro de fluxo 

(FACSCalibur®, BD Pharmigen) para contagem de células marcadas com Rh-123 

(Figura 5) (DE LIMA, et al., 2005). 

A intensidade de fluorescência e análise estatística para o experiemento 

foram realizadas de maneira semelhante a descrita para a  Produção de Espécie 

Reativa. 
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Figura 05 – Desenho esquemático do protocolo experimental do potencial 

transmembrâncico mitocontrial 

 

 

Fonte: Autora. 

 

 

4.5. Avaliação do efeito do peptídeo mastoparano (MP) sobre formas 

tripomastigota de T. cruzi 

 

 As formas tripomastigotas foram obtidas a partir do sobrenadante de células 

LLCMK2 (Rhesus monkey kidney) infectadas, cultivadas em meio DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s médium), suplementado com 1% de antibiótico e 10% 

de soro bovino fetal (APARICIO et al., 2004). As mesmas foram subcultivadas, em 

placas de 96 poços, na densidade de 1x106 parasitas/mL e incubadas a 37°C em 

atmosfera com 5% de CO2 em meio DMEM enriquecido com 1% de antibiótico e 2% 

de SBF. As alíquotas de diferentes concentrações  (3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 

µg/mL) do MP foram adicionadas à suspensão de parasitas. A placa foi incubada por 

24 horas nas condições de cultivo. Neste ensaio tivemos como  controle negativo 

PBS estéril (pH 7.4). O movimento dos parasitas foi observado em microscópio 

invertido (x100) (ABE, 2002; GONÇALVES et al., 2002), sendo a inibição do 
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crescimento determinada por quantificação em câmara de Neubauer. As culturas 

sem tratamento foram consideradas 100% de crescimento e a CI50 (concentração 

que inibe 50% do crescimento dos parasitas) foi determinada de acordo com o 

modelo PROBIT de análise de regressão. (Figura 06) 

 

Figura 06 - Desenho esquemático dos ensaios de citotoxicidade em formas 

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. 

 

 

Fonte: Autora. 

 

 

4.6 Avaliação da toxicidade do mastoparano em células de macrófagos  

  

 Com o intuito de saber a toxicidade do MP para as células de mamíferos foram 

realizados ensaios em linhagens de macrófagos Raw 264.7. As células foram 

subcultivados em placas de microcultura (~1x105 céls/mL) em meio DMEM 

enriquecido com 10% de SBF e 1% de antibiótico, a 37ºC em atmosfera com 5% de 

CO2 por 2h para permitir a adesão das células. As células foram tratadas com 

 

24h 
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diferentes concentrações do peptídeo MP nas condições de cultivo. A viabilidade dos 

macrófagos foi determinada utilizando o ensaio com 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil 

brometo de tetrazolina (MTT; Sigma) dissolvido em PBS, que se baseia na atividade 

mitocondrial das células viáveis que são capazes de reduzir o MTT e formar um 

produto colorido insolúvel em água, o sal formazan (MOSMANN, 1983). Após o 

período de 24 horas de incubação com o MP, adicionou-se a solução de MTT 

(2,5mg/mL em PBS) em cada poço (10µL) por 4 horas nas mesmas condições e 

então adicionou-se 90 µL/poço de dodecil sulfato de sódio 10% (SDS) em HCL 0,01N 

para solubilizar os cristais de formazan formados. As placas foram incubadas por 17h 

e em seguida foi realizada a leitura em espectrofotômetro (570nm) (Figura 07). 

Culturas de macrófagos sem nenhum tratamento foram consideradas como 100% de 

viabilidade. A viabilidade celular foi determinada por comparação entre os percentuais 

médios de células sobreviventes e a concentração de mastoparano. O controle 

negativo correspondeu como 100% de sobrevivência. 

 

Figura 07- Desenho esquemático do ensaio de toxicidade pelo MTT. 

 

Fonte: Autora.  
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4.7 DOCKING MOLECULAR 

 Os ensaios in silico foram realizados no Laboratório de Engenharia de 

Materiais e da Computação de Sobral (LEMCS), sob coordenação do Prof. Dr. 

Ricardo Pires dos Santos.  

 

4.7.1 Estrutura Tridimencional do Mastoparano 

 Inicialmente, obtivemos a estrutura tridimensional do peptídeo MP a partir da 

sequência primária (IDWLKLGKMVMDVL) previamente estabelecida por Souza 

(2004) no programa Avogadro 1.1.1 (HANWELL, et al., 2012). Posteriormente, foi 

realizada a otimização geométrica (minimização de energia) da estrutura através de 

cálculos químico-quânticos semi-empíricos, usando o programa MOPAC2012 

(http://openmopac.net), adotando o método semi-empírico PM7.  

 

4.7.2 Estrutura cristalográfica do complexo TcGAPDH-chalepina 

Nesse estudo foi observado, por meio da estrutura tridimensional, a análise 

comparativa do mastoparano com a Chalepina, uma cumarina derivada de plantas 

da família Rutácea, pois essa substância além de apresentar potencial 

antiparasitário descrito na literatura, também já apresenta sua estrutura 

cristalográfica (Figura 08) determinada em banco de dados computacionais (SCIO et 

al., 2003).  

A estrutura cristalográfica do complexo TcGAPDH-chalepina foi obtida a partir 

do RCSB Protein Data Bank (código PDB: 1K3T) elucidado por Pavão et al. (2002). 

O RCSB é um site de livre acesso que contém informações sobre  formas 3D de 

diferentes estrututas.  

A partir do conhecimento biológico e computacional prévio da Chalepina,  a 

substância foi removida do complexo TcGAPDH-chalepina, a fim de se obter 

também a estrutura cristalográfica da enzima TcGAPDH isolada.  
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Figura 08- Estrutura Cristalográfica do complexo entre a enzima TcGAPDH e o 

inibidor cumarínico Chalepina. 

 

Fonte: OLIVA, 2008 (modificado) 

 

4.7.3 Sítios de ligação Mastoparano - TcGAPDH 

Para identificar potenciais sítios de ligação para o MP na enzima TcGAPDH, o 

método computacional de docking molecular (que prevê a orientação preferencial de 

uma molécula a uma segunda) foi realizado com o programa ZDOCK 3.0.2 no 

servidor ZDOCK disponível no site http://zdock.umassmed.edu/ (PIERCE, et al. 

2014). 

O ZDOCK é um programa de docking molecular baseado na Transformada 

Rápida de Fourier, uma técnica computacional, que procura todos os possíveis 

modos de ligação no espaço de translação e rotação entre proteína-polipeptídeo 

(PIERCE, 2011). 

Cada posição foi avaliada por uma função escore baseada na energia, 

formada pelo potencial estatístico IFACE, forma de complementaridade e termos 

eletrostáticos (MINTSERIS, 2007).  

O ligante utilizado foi o peptídeo Mastoparano (MP) optimizado e o alvo foi a 

enzima TcGAPDH (após a remoção da chalepina do complexo TcGAPDH-

Chalepina-TcGAPDH 

http://zdock.umassmed.edu/
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chalepina). Após a otimização do ligante com o alvo, definiu-se uma região de 

interesse formada por resíduos do centro ativo da enzima (SEIDLER, 2013).  

As previsões do programa ZDOCK foram filtradas utilizando os resíduos do 

sítio de ligação e um ponto de corte para distância de 6 Ângstron (Å). A melhor 

posição de acoplamento molecular do peptídeo na TcGAPDH foi selecionada com 

base na posição peptídeo-enzima de maior score, e usada para a construção do 

complexo TcGAPDH-MP.  

Posteriormente, o  complexo TcGAPDH-chalepina foi utilizado para comparar 

a posição do ligante no sítio de ligação. Gráficos e manipulações com as estruturas 

moleculares foram realizadas com pacote UCSF Chimera 1.8 (Resource for 

Biocomputing, Visualization and Informatics da Universidade da California, San 

Francisco) (PETTERSEN, et al., 2004). 

 

4.8 Análise estatística 

As médias obtidas em cada experimento da atividade tripanpocida e 

toxicidade celular foram comparadas utilizando ANOVA e o pós-teste de Dunnett no 

programa GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, Califórnia, EUA). Valores de p ≤ 0,05 

foram considerados para a análise.  

As análises de regressão linear também foram realizadas no programa Graph 

Prisma 5.0. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeito citotóxico sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi  

 

O ensaio para avaliar a ação do MP isolado do veneno da Vespa Polybia 

Paulista sobre formas epimastigota de T.cruzi foi realizado após 24, 48 e 72 horas 

de incubação. Nossos resultados  mostraram que o MP apresenta efeito citotóxico 

estatisticamente significante (p<0,05) nas concentrações de 100 e 200 µg/mL em 

todos os tempos de incubação. Após 48h a citotoxicidade foi significante, também, 

nas concentrações de 25 e 50 µg/mL. 

 A concentração inibitória para 50% das células (CI50) encontradas em 24, 

48 e 72h de incubação foi de 102 µg/mL, 53,95 µg/mL e 58,51 µg/mL, 

respectivamente.  

 A figura 09A, 09B e 09C representam a perentagem de viabilidade celular 

sobre as formas epimastigota após os períodos de 24, 48 e 72h, respectivamente, 

em relação ao controle, cuja quantificação foi considerada 100%, onde observamos 

um efeito inibitório no crescimento das formas epimastigotas. 
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Figura 09 - Efeito citotóxico do mastoparano (MP) em forma epimastigota de cepa Y 
de T. Cruzi após 24h (A), 48h (B) e 72h (C) de incubação. 
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Fonte: Autora 
Legenda: Os dados são expressos por média ± EPM da quantificação e representam o percentual de 
células viáveis. Análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA (pós-teste Dunnett), *p<0.05. 
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5.2 Análise da produção de espécies reativas citoplasmáticas em formas 

epimastigotas 

 

 A produção de espécies reativas foi analisada após 6h de incubação do 

peptideo MP em formas epimastigotas de T. cruzi. Foi observado que o mastoparano 

aumenta a produção de espécies reativas de oxigêncio, sendo encontrado um 

deslocamento à esquerda da população tratada com o MP em relação ao grupo 

controle, como demostrado na figura 10. Além disso, como ilustrado na figura 11, 

houve um aumento significativo na intensidade relativa de fluorescência, quando 

comparado ao grupo controle negativo (PBS). O grupo controle positivo, tratado com 

terc-butilhidroperóxido (25 µM), demonstrou efeito semelhante. 

 

Figura 10 - Histograma da produção de Especie Reativa de Oxigênio. 

       

       

Fonte: Autora 

Legenda: Histograma da intensidade de fluorescência (FL1) após adição do DCF-DA do controle 

positivo (A) e do Mastoparano (B). O eixo X representa a intensidade DCF-DA, enquanto o eixo Y 

indica as contagens de células em intensidade de fluorescência correspondente. A linha preta é a 

interpretação de fluorescência do controle negativo (CT-; PBS). A linha verde corresponde a atividade 

de produção de ERO pelo controle positivo (CP+, terc-butilhidroperóxido) no histograma superior e 

pelo Mastoparano (MP) no histograma inferior.  

A 

B 

CT- vs. CT+ 

 

CT- vs. MP (CI50) 

 



57 
 

Figura 11 - Análise da produção de espécies reativas citoplasmáticas em 

epimastigotas por citometria de fluxo. 
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Fonte: Autora 

Legenda: Intensidade de fluorescência dos grupos controle negativo (CT- ,PBS); controle positivo ( 

CT+, terc-butilhidroperóxido) e MP (Mastoparano).  A Análise estatística foi realizada pelo teste 

ANOVA (pós-teste Dunnett), *p<0.05 quando comparados com o grupo controle negativo.  
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5.3 Determinação do potencial transmembrânico mitocontrial 

 

Com o objetivo de identificar alterações na membrana mitocondrial induzidas 

por MP, as células tratadas por 24 horas foram submetidas ao protocolo de 

marcação por rodamina (Rh-123). No ensaio realizado com MP, os resultados 

mostraram uma diminuição do potencial de membrana dos parasitas, observado pela 

redução da fluorescência, conforme demonstrado nas figuras 12 e 13. 

 

Figura 12 - Histograma do potencial de membrana mitocondrial. 

 

 

 

Fonte: Autora 

Legenda: Histograma da intensidade de fluorescência (FL2) após marcação com Rh-123 do controle 

positivo (A) e do Mastoparano (B). O eixo X representa a intensidade fluorescência de Rh-123, 

enquanto o eixo Y indica as contagens de células em intensidade de fluorescência correspondente. A 

linha preta é a interpretação de fluorescência do controle negativo (PBS). A linha azul corresponde o 

potencial de membrana do controle positivo (terc-butilhidroperóxido) no histograma superior (A) e a 

linha vermelha corresponde o potencial de membrana do Mastoparano no histograma inferior (B).  

CT- vs. CT+ 
 

CT- vs. MP 
(CI50) 

 

A 

B 



59 
 

Figura 13 - Análise do potencial de membrana em epimastigotas por citometria de 

fluxo. 
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Fonte: Autora 

Legenda: Intensidade de fluorescência dos grupos CT- (PBS); CT+ (terc-butilhidroperóxido) e MP 

(Mastoparano).  A Análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA (pós-teste Dunnett), *p<0.05 

quando comparados com o grupo controle negativo. 
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5.4 Efeito citotóxico sobre formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi 

 

 A citotoxidade do peptídeo MP isolado do veneno da vespa Polybia Paulista 

foi avaliado em formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 horas de exposição a 

diferentes concentrações do peptídeo (em μg/mL: 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100). Os 

resultados mostraram que o MP reduziu a viabilidade das forma tripomastigota com 

concentração inibitória para 50% das células (CI50) equivalente a 8,83µg/mL.  

A figura 14 representa a percentagem de viabilidade celular em relação ao 

controle, cuja quantificação foi considerada 100%, onde observamos um efeito 

inibitório no crescimento das formas epimastigotas concentração dependente. 

 

Figura 14 - Efeito citotóxico do mastoparano (MP) em forma tripomastigota de T. 

Cruzi após 24h de incubação. 
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Fonte: Autora 

Legenda: Os dados são expressos por média ± EPM da quantificação e representam o percentual de 

células viáveis. Análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA (pós-teste Dunnett), *p<0.05. 

 

 



61 
 

5.5 Ensaio de Toxicidade 

 

A toxicidade do peptídeo MP foi avaliada em macrófagos murinos RAW 

264.7 após 24 horas de exposição a diferentes concentrações do veneno (100; 50; 

25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 μg/mL). No ensaio com o MTT, o qual detecta viabilidade 

celular com base no metabolismo oxidativo. Foi possível observar que o peptideo 

não induziu morte celular significativa nas diferentes concentrações estudadas. A 

figura 15 representa o efeito do peptídeo sobre a viabilidade celular em relação ao 

controle, cuja absorbância foi considerada 100%.  

 

 

Figura 15- Efeito do peptídeo MP sobre a viabilidade de macrófagos RAW 264.7, 

ensaio com MTT. 
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Fonte: Autora 

Legenda: Os dados são expressos por média ± EPM da absorbância e representam o percentual de 

células viáveis. Análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA (pós-teste Dunnett).  
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5.6 Docking Molecular 

 

Tomando como base os resultados parciais da atividade antiparasitária do 

peptídeo mastoparano (MP), foi realizada a análise de docking molecular com o 

objetivo de sugerir um possível mecanismo de ação do peptídeo sobre o parasito 

através da interação do MP com a enzima TcGAPDH. Dessa forma, por meio da 

utilização de um programa computacional, ZDOCK, conseguimos observar a posição 

de melhor acoplamento do peptídeo MP na TcGAPDH.  

Na figura 16, observa-se o acoplamento molecular do MP na enzima 

TcGAPDH. Também pode ser observada, para comparação, a posição da molécula 

de chalepina (obtida a partir de dados cristalográficos do complexo TcGAPDH-

chalepina).  

 

Figura 16. Acoplamento molecular do peptídeo MP na enzima TcGAPDH e a 

posição da chalepina (CH) obtida a partir de dados cristalográficos do complexo 

TcGAPDH-chalepina como parâmetro comparativo 

 

Fonte: Autora 

Legenda: Estrutura do peptídeo mastoparano (MP- Vermelho) na enzima TcGAPDH. Estrutura da 

Chalepina (Azul claro) na enzima TcGAPDH. 
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Com isso, podemos observar que a posição do MP é semelhante à ocupada 

pela chalepina no sítio ativo da TcGAPDH, sugerindo assim a possibilidade de um 

efeito inibitório do MP sobre a TcGAPDH. 

Na busca de obter um melhor detalhamento na ligação MP- TcGAPDH, 

também obtivemos pelo  mesmo programa as regiões de interação entre as 

moléculas. Dessa forma, a Figura 17 nos mostra detalhes da região de interação do 

MP com resíduos de aminoácidos da TcGAPDH. Foram considerados resíduos do 

sítio enzimático com distâncias < 3,5Å a partir de átomos do ligante. Essa região 

consiste nos seguintes resíduos: Ala135,164,198,228,231; Arg249; Asp210; Cys166; 

Gln200; Gly227,245; His194; Ile13; Leu130; Lys209,230; Met246; Pro136; 

Ser134,165,224,247; Thr115,167,168,197,199,225,226,244; e Tyr333,339.  

 
 
 
Figura 17. Regiões de interação do MP com resíduos de aminoácidos da TcGAPDH. 

 

Fonte: Autora 

Legenda: Resíduos de aminoácidos, com distância <3,5Å do peptídeo MP no sítio de ligação da 

enzima TcGAPDH (Elipses verde) 
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Após encontrada pelo programa ZDOC as melhores posições de interação  

Observou-se, pelo programa Chimera, que o peptídeo MP e a TcGAPDH podem 

formar três ligações de hidrogênio: duas envolvendo a Cis166 do TcGAPDH com a 

Val13 e Asp12 do MP e outra envolvendo a Gly245 do TcGAPDH com a Lys5 do 

MP (Figura 18).  

 

Figura 18. Ligações inter-moleculares de hidrogênio (linhas verdes) entre o peptídeo 

e os resíduos Cys166 e Gly245 (elipses verdes) da enzima TcGAPDH. 

 

 

 

 

 



65 
 

 

 

 

 

Discussão 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

6 DISCUSSÃO 

  

 Nossos resultados mostraram que o Mastoparano apresentou efeito citotóxico 

para as formas epimastigotas (forma proliferativa residente no vetor) e 

tripomastigotas (infectante) do T. cruzi. Essa atividade antiparasitária corrobora com 

outros trabalhos realizados com venenos de Himenópteros descritos na literatura. 

Estudos prévios mostraram que o veneno da abelha Apis melífera reduziu a 

viabilidade da cepa Y de T. cruzi, concentração dependente, e atribuiu a atividade 

antiparasitária ao peptídeo melitina presente na toxina de abelhas. (ADADE et al., 

2012; ADADE et al., 2013). Recentemente, foi demonstrado que o veneno  da 

formiga Dinoponera quadríceps inibiu o crescimento das formas epimastigota e 

tripomastigorta de Trypanosoma cruzi  (LIMA, 2014). 

No presente estudo, o efeito inibitório nos parasitas observado para as formas 

epimastigotas nos períodos de incubação (24, 48 e 72h) foi estatisticamente 

significativo. Porém, foi evidenciado uma redução do potencial inibitório do 

mastoparano após 72h de incubação, sendo observada significância  estatística 

somente nas concentrações de 100 e 200 μg/ml. Esse resultado sugere que o efeito 

inibidor pode, por meio de mecanismo desconhecido, promover uma recuperação 

gradual ao longo do tempo de algumas das células que, imediatamente após o 

tratamento com MP, estavam severamente estressadas, mas não realmente mortas. 

Esta hipótese pode ser explicada se presumirmos que a presença de um possível 

inibidor da atividade do peptídeo possa ter “revitalizado” o restante de células vivas 

do parasita. Esta possibilidade pode sugerir a ausência de um efeito tripanocida 

concentração dependente após um período prolongado de incubação 

(YORDANOVA, et.al., 2013).   

A suscetibilidade de muitos parasitas ao estresse oxidativo é um fenômeno 

que vem sendo investigado e discutido pela comunidade científica. É fato que a 

geração de ERO associada à inibição de enzimas antioxidantes endógenas poderia 

ser o enfoque principal em abordagens para o desenho racional de drogas 

antiparasitárias (AVELAR, 2013). Partindo desse conhecimento prévio e na tentativa 

de melhor compreender o efeito tripanocida do peptídeo Mastoparano  isolado da 

vespa Polybia paulista, foi investigada a participação de ERO no provável 



67 
 

mecanismo de citotoxicidade do peptideo sobre os parasitas de T. cruzi através da 

análise em citometria de fluxo.  

No presente estudo, usou-se o DCF, marcador de estresse oxidativo, e viu-se 

que o mastoparano aumenta a produção de espécies reativas de oxigênio, 

sugerindo que um dos efeitos citotóxicos do peptídeo sobre cepas Y de T.cruzi pode 

estar relacionado ao metabolismo oxidativo do parasita. 

Durante o metabolismo oxidativo, uma parte do oxigênio que é consumido 

pela mitocôndria é parcialmente reduzido, levando à formação de ERO (DEOLINDO, 

et. al. 2010). Classicamente essa organela é considerada a responsável pela 

produção de energia necessária para a ocorrência de processos bioquímicos  na 

célula, porém, quando a quantidade de espécies reativas excede a capacidade 

antioxidante da mitocôndria, o estresse oxidativo leva ao dano mitocondrial. Este 

efeito pode ser ocasionado devido a um aumento da síntese de lípidos da 

membrana em resposta ao estresse (TOOZE, 2013). Nesse sentido, podemos 

sugerir que após o período de tratamento do MP, o parasita deve “se adaptar” com 

às ERO tanto de origem externa como interna, sendo a mitocôndria o principal sítio 

gerador de ERO na célula.  

Estudos indicam ainda que espécies reativas de oxigênio aumentem o 

estresse oxidativo ativando, por choque térmico, as proteínas e iniciando uma 

desorganização da membrana e do citoplasma da célula afetada (GUO et al., 2012). 

Tem-se demonstrado que as condições que resultam na perda da homeostase 

celular, incluindo o estresse oxidativo e perturbações mitocondriais, podem 

desencadear mecanismos de controle destinados a restabelecer a função e 

viabilidade celular. Entre esses mecanismos, a autofagia promove a degradação 

coordenada de organelas e moléculas danificadas numa tentativa para restaurar a 

homeostase (BAIXAULI et al., 2014), sendo a membrana plasmática conhecida 

como uma das principais fontes de membrana autofagossomal (TOOZE, 2013).  

Diante do conhecimento de que as espécies reativas de oxigênio podem 

causar danos a vários componentes celulares, incluindo alteração em membrana, 

levando a possível morte do parasita, é importante destacar que, para escapar deste 

dano celular ocasionado pela presença de ERO, todos os organismos apresentam 
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mecanismos antioxidantes. O sistema de defesa antioxidante do T. cruzi capacita o 

parasita a lidar com o estresse oxidativo nos diferentes ambientes em que vive 

(PIÑEYRO et al., 2008). Essa capacidade do parasita sobre a produção de ERO 

pode ter influenciado o efeito evidenciado do peptídeo sobre a forma epimastigota 

da cepa Y de T.cruzi após 72h de incubação.  

O aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial  pode ser 

consequência de vários fatores, sendo considerado um indicador de dano 

mitocondrial e definido como um estágio inicial de morte celular. A citometria de fluxo 

pode ser usada para estimar o potencial transmembrânico na presença de corantes 

como a Rodamina 123 (SMAILI et al., 2003). Nesse sentido, para dar continuidade 

ao provável mecanismo de ação do MP sobre o parasita e diante dos resultados 

encontrados, direcionamos o estudo para verificar o envolvimento do peptídeo da 

permeabilidade de membrana mitocondrial. 

Como resultado, foi observado uma significante alteração mitocondrial do 

parasita, observada no histograma pelo deslocamento da intensidade da 

fluorescência para a direita. Esse efeito é outro importante indício de alteração 

celular do peptídeo sobre o parasita. O fato do MP apresentar conformação α-hélice 

anfipática pode sugerir o resultado do potencial transmembrâncico encontrado. No 

estudo de Souza, et. al., (2005), a característica da estrutural peptídica influenciou a 

presença da atividade biológica. Assim, foi observado que o peptídeo Polybia-MPI, 

que apresenta estrutura α-hélice, apresentou atividade antimicrobiana contra as 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, enquanto o peptídeo, Polybia-CP 

apresentou ação antimicrobiana apenas contra o bactérias Gram-positivas. Leite, 

et.al., (2011) relatou que a anfipaticidade de Mastoparanos isolanos do veneno da 

vespa Polybia paulista, contribuem para modular as atividades biológicas 

apresentadas desses peptídeos. 

Outro fator que possa sugeriri a  atividade em membrana encontrada pelo 

mastoparano isolado do veneno da vespa Polybia paulista pode ter relação pela 

influência do peptideo em estudo apresentar determinada seletividade pela 

membrana plasmática do parasita. No estudo realizado por Ruben, et. al (1996), em 

formas de circulação sanguínea intactas de Trypanosoma brucei, foi evidenciado 

uma atividade seletiva em membrana plasmática pelo influxo de cálcio em T. brucei, 
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aonde a ativação da via de tripanossoma era dependente de um potencial de 

membrana intacta e da concentração intracelular de cálcio livre.   

Com o intuito de avaliar a toxicidade do MP sobre células de mamíferos, 

estudou-se, também, a ação do peptídeo sobre macrófagos murinos. O preente 

estudo observou que não houve toxicidade nas diferentes concentrações estudadas. 

Assim, os resultados encontrados nos direcionaram para dar continuidade ao 

provável mecanismo de ação do peptídeo no T.cruzi. 

  O conhecimento fundamentado sobre as vias metabólicas usadas pelo 

Trypanosoma cruzi  apresenta grande interesse para pesquisas científicas (MELOS 

e ECHEVARRIA, 2012). Dando continuidade aos estudos de avaliação do efeito do 

MP sobre o parasita, sabendo que nos tripanossomatídeos a principal via bioquímica 

de obtenção de energia do T. cruzi é a via glicolítica e que a enzima GAPDH 

glicossomal do T.cruzi é uma das principais enzimas da via glicolítica do parasita, 

procuramos identificar os potenciais sítios de ligações entre o peptídeo e a enzima 

TcGAPDH. 

Assim, foram realizados ensaios in sílico através do estudo de docking 

molecular na perspectiva de conhecer a possível ligação do MP com a enzima 

GAPDH do parasita (TcGAPDH ).  A partir do conhecimento da sequência primária 

do MP, foi possível obter a sua estrutura tridimensional e assim foi possível observar 

as posições de melhor acoplamento MP- TcGAPDH.   

O presente estudo identificou diferentes regiões de interação do MP com 

resíduos de aminoácidos da TcGAPDH, o que direciona o possível mecanismo da 

atividade inibitória do peptídeo ao T.cruzi. Diante do conhecimento prévio do 

potencial inibitório de substâncias naturais sobre o parasita, realizamos a análise 

comparativa entre o MP e a Chalepina, uma cumarina derivada de plantas da família 

Rutaceas, que já apresenta sua estrutura cristalográfica elucidada (PAVÃO, et. al., 

2002). Assim, observamos que a interação enzima – peptídeo observada entre o 

complexo MP-TcGAPDH é semelhante à ligação da Chalepina no sítio ativo da 

enzima direcionando, assim, para a possibilidade de um efeito inibitório semelhante 

sobre a TcGAPDH.  
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Previamente ao estudo de docking realizado com cumarinas da família 

Rutaceas, Vieira, et. al. (2001) demonstrou a atividade de extratos de plantas 

pertencentes às famílias Rutaceae e Meliaceae na enzima GAPDH de T. cruzi. 

Neste mesmo trabalho, são relatadas atividades de diferentes cumarinas sobre a 

enzima GAPDH, sendo a chalepina a substância que apresentou maior atividade 

antiparasitária.  

 Na busca de melhor identificarmos o potencial de interação do MP na enzima 

TcGAPDH, realizou-se a investigação mais específica dos sítios de ligação entre as 

substâncias, através de buscas por resíduos do sítio enzimático com distâncias < 

3,5Å, a partir de átomos do ligante. Assim, observou-se que o peptídeo MP e a 

TcGAPDH podem formar três ligações de Hidrogênio: duas envolvendo Cis166 de 

TcGAPDH com Val13 e Asp12 do MP e outra envolvendo Gly245 de TcGAPDH com 

Lys5 do MP. As ligações de H são importantes em interações entre o ligante e a 

enzima, especialmente com os resíduos catalíticos da TcGAPDH, tal como o 

Cys166.  

 De acordo com Seidler (2013), os resíduos Arg249, Asp210, Cis166, His194, 

Ser165, Thr197, Thr226 e Tyr333 desempenham um papel significativo no centro 

ativo da enzima do T.cruzi, participando do mecanismo catalítico da atividade de 

oxidoredutase da TcGAPDH. Em nossos resultados, evidenciamos também  

interações dos resíduos de aminoácidos descritos acima.   

 Souza, et. al. (1998) sugere que o resíduo Asp210 pode estar envolvido em 

processos de inibição seletivos. Por exemplo, a chalepina inibe a TcGAPDH, mas 

não inibe a GAPDH humana. A substituição do Asp210 (T. cruzi) por Leu194 

(humano) pode produzir interações polares menos eficazes, diminuindo a 

especificidade da chalepina para a GAPDH humana (PAVÃO, et al., 2002). Assim, a 

posição do peptídeo com maior pontuação obtida a partir do acoplamento molecular 

com a TcGAPDH sugere a possibilidade de inibição dessa enzima. Esse pode ser 

um mecanismo para a ação biológica do peptídeo sobre o parasita. O caminho até 

chegar a um novo fármaco ainda será longo, mas observamos que é possível inibir a 

atividade do parasita ao interagir o MP com a enzima TcGAPDH. 
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 As análises realizadas neste trabalho poderão contribui para ampliar o 

conhecimento sobre a ação biológica do peptídeo presente no veneno da vespa 

Polybia paulista. Assim, o presente estudo abre perspectivas para futuros trabalhos 

na busca por modelos moleculares para otratamento de doenças parasitarias. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 Conclui-se que o mastoparano isolado do veneno da vespa Polybia paulista 

apresentou potencial citotóxico sobre as formas epimastigota e 

tripomastigota de cepa Y de Trypanosoma cruzi, envolvendo a participação 

do estresse oxidativo e alteração do potencial de membrana mitocondrial. 

  Além disso, o MP parece inibir a TcGAPDH por meio da interação de 

aminoácidos que participam do mecanismo catalítico de oxiredutase da 

enzima de T. cruzi.  

  Por fim, esse peptídeo não apresentou atividade citotóxica em células de 

macrófagos.   

  Portanto, o mastoparano se destaca como importante substância bioativa 

contra cepa Y de T.cruzi.  
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Sempre haverá a necessidade da introdução de novos fármacos no arsenal 

terapêutico, seja pela falta de eficiência dos fármacos atuais, seja pelo alto nível de 

toxicidade ou pelo surgimento de novas doenças e de cepas resistentes aos atuais 

fármacos utilizados. Aliás, talvez, não seja só a descoberta de novas moléculas 

promissoras, mas sim a descobertas de propriedades e interações de moléculas já 

existentes. 

Dessa forma, o presente estudo alcançou os objetivos inicialmente almejados, 

estudando o efeito tripanocida do peptídeo mastoparano (MP) presente no veneno 

da vespa Polybia paulista.  

Esse estudo ampliou a compreensão da ação de substâncias bioativas 

presente no veneno da vespa Polybia paulista e abriu perspectivas para fututos 

estudos na busca de modelos moleculares para desenvolvimento de fármacos 

contra a Doença de Chagas.  
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Abstract 

Chagas disease (CD), considered a neglected disease, is a parasitic infection caused by 

Trypanosoma cruzi, which is endemic throughout the world. Only two drugs are used in 

patients for the treatment of this disease; however, these drugs are ineffective in its chronic 

phase. Studies carried out with Hymenoptera venoms have shown trypanocidal activity, which 

may further contribute to research of new drugs. Thus, this study investigated the trypanocidal 

potential of the peptide mastoparan (MP), isolated from Polybia paulista wasp venom, and its 

binding to tcGAPDH as a possible mechanism of action. In antiparasitic assays, the cytotoxic 

effects of the venom were observed on epimastigote forms after 48 hours and trypomastigote 

forms of T. cruzi Y strain after 24 hours, with an IC50 of 42.4 mg/mL and IC50 of 8.83 

µg/mL, respectively. The molecular docking pose suggested the inhibition of TcGAPDH 

enzyme by MP. This pose seems to be similar to that occupied by chalepin molecule in 

TcGAPDH, acting over amino acid residues from the active center of the enzyme. This 

interaction may interference in the catalytic mechanism of GAPDH oxidoreductase activity. 

In conclusion, mastoparan isolated from Polybia paulista wasp venom presents trypanocidal 

effect over epimastigote and trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi. Additionally, this 

peptide appears to inhibit TcGAPDH, an enzyme involved in oxirreductive mechanism in T. 
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cruzi. This paper opens perspectives for understanding the action of bioactive substances over 

T. cruzi metabolism pathways.  

Key words: Antiparasitic agents, molecular docking, wasp venom; mastoparan. 

 

1. INTRODUCTION 

Chagas disease (CD), caused by the Trypanosoma cruzi parasite, is endemic 

worldwide (WHO, 2010) and considered a neglected disease (WHO, 2012, Rassi, 2012). Even 

though, according to the World Health Organization (WHO), approximately 7.7 to 10 million 

individuals are chronically infected with T. cruzi and between 10,000 and 14,000 deaths are 

attributed to CD each year. In Brazil, 1,087 cases of acute CD were recorded between the 

years 2000 and 2010 (Brasil, 2010), but scientific studies indicate that there are 2 to 3 million 

infected individuals (Ramos, et. al, 2010). In the State of Ceará, Brazil, where this work was 

done, an outbreak of acute CD was verified in a single municipality in the state in 2006 

(Cavalcanti, et al., 2009) and new data showed an increased rate of infection in triatominae 

between 2009 and 2011 (Vasconcelos, 2013; Freitas, 2011).  

Only two drugs are used in patients with CD for the treatment of this disease, 

nifurtimox and benznidazole. However, these drugs are ineffective in the chronic phase of the 

disease and have marked side effects (Cançado, 2002; Coura, 2007; Coura 2011; Araujo-

Jorge, 2014). The action of trypanocidal drugs is generally not well understood (Díaz-Urrutia, 

2012). The inhibition of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) from 

Trypanosome cruzi (TcGAPDH) has been proposed as one of the mechanisms of this action 

(Bakker, et al., 2000; Ladame, 2003; Prokopczyk, et al., 2014). 
 
The TcGAPDH converts 

glyceraldehyde 3- phosphate into D glycerate 1,3-bisphosphate in the presence of NAD
+
 and 

inorganic phosphate, important for the parasite's life cycle (Harris, 1976; Nowicki, et al., 

2008; Soares, et al., 2013; Zinsser, et al., 2014). For instance, studies performed with chalepin 

(a furanocoumarin isolated from species of the Rutaceae family) showed that this substance 

has high trypanocidal action (IC50 = 64 μg mL
-1

) and inhibitory effect on TcGAPDH (Pavão, 

2002). 

The use of animal venoms has raised considerable interest as potential sources of 

bioactive substances, as the isolated molecules can promote prototypes for the creation of 

biopharmaceuticals. We have previously demonstrated the trypanocidal activity of 

Hymenoptera venoms (Adade et al., 2012; Adade et al., 2013). Studies with peptides isolated 

from wasp venom, such as mastoparan, have shown antimicrobial activity (Mendes et al., 

2004).   

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089608002447
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Thus, the discovery of new substances with trypanocidal activity can be used as a 

molecular model for the design of new drugs for the treatment of Chagas disease. In this 

context, we evaluated the trypanocidal potential of mastoparan peptide (MP) isolated from the 

Polybia paulista wasp venom, aiming to discover a substance of therapeutic value. We also 

performed molecular docking of MP in the active site of TcGAPDH and compared it with 

TcGAPDH-Chalepin complex to study its possible action mechanism. 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

2.MATERIALS AND METHODS 

2.1 Trypanosoma cruzi and Chemicals 

The mastoparan peptide (MP) isolated from Polybia paulista wasp venom with the 

primary sequence IDWLKLGKMVMDVL was kindly provided by Dr. Mario Palma 

(Universidade de São Carlos, São Paulo, Brazil). Benznidazole (BZ) was donated by LAFEPE 

(Pharmaceutical Laboratory of the state of Pernambuco). DMEM medium, (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) was purchased from Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The Trypanosoma cruzi strain Y was kindly donated by 

Chemistry Laboratory from Biochemistry Institute of São Paulo University- USP, São Paulo, 

Brazil.   

2.1 Effect of mastoparan isolated from Polybia paulista venom on epimastigote forms of 

Trypanosoma cruzi  

The epimastigote forms of T. cruzi strain Y were cultured in 96-well plates at a density 

of 1x10
6
 parasites/mL, maintained in Liver Infusion Tryptose (LIT) medium supplemented 

with antibiotics and 10% of Fetal Bovine Serum (FBS) and incubated at 28°C. Aliquots of 

different concentrations (6.25, 12.5, 25, 50, 100 and 200 µg/mL) of MP were added to the 

parasite suspension. The plate was incubated for 48 hours in culture conditions. Sterile PBS 

was used as negative control (pH 7.4). Parasite movement was observed under an inverted 

microscope (100x) and growth inhibition was determined by quantification in a Neubauer 

chamber (Abe, 2002; Gonçalves et al, 2002). Untreated cultures represented 100% of growth 

and IC50 was determined according to the Probit regression analysis model. 

 

2.2 Effects of mastoparan isolated from Polybia paulista venom on tripomastigote forms 

of Trypanosoma cruzi 

The trypomastigote forms of T. cruzi obtained by infecting LLCMK2 cells were 

subcultured in 96-well plates at a density of 1x10
6
 parasites/mL and incubated at 37 °C in an 
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atmosphere with 5% CO2 in DMEM medium supplemented with antibiotics and 2% of FBS 

(Aparicio et al., 2004). Aliquots of different concentrations (3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 

µg/mL) of MP were added to the parasite suspension. The plate was incubated for 24 hours in 

culture conditions. Untreated cultures of the parasite were considered as 100% viability and 

IC50 value (concentration that kills 50% of the parasites) was calculated. The assays were 

performed in triplicate in three independent experiments (Abe, 2002; Gonçalves et al, 2002).  

 

2.3 Statistical analysis 

Values were expressed as mean ± S.E.M. Statistical comparisons were performed 

using the GraphPad Prism 5 program through ANOVA with Dunnett’s post-test and 

differences with P <0.05 were considered statistically significant.  

 

2.4 Molecular Docking 

Initially, we obtained the MP peptide three-dimensional structure starting from the 

primary sequence IDWLKLGKMVMDVL (Souza, 2006) in Avogadro 1.1.1 program 

(Hanwell, 2012). After that, we performed the geometric optimization of the structure through 

semiempirical quantum chemistry calculations using the MOPAC2012 program 

(http://openmopac.net), adopting the semiempirical Hamiltonian PM7. The crystallographic 

structure of the TcGAPDH-chalepin complex was obtained from RCSB Protein Data Bank 

(PDB code: 1K3T) elucidated by Pavão et al. (2002). To identify potential binding sites, 

molecular docking was carried out employing automated docking in a ZDOCK server 

(http://zdock.umassmed.edu/) with the ZDOCK 3.0.2 program (Pierce, 2014). ZDOCK is a 

Fast Fourier Transform-based docking program that searches all possible binding modes in 

the translational and rotational space between protein-peptide (Pierce, 2011). Each pose was 

evaluated by an energy-based scoring function consisting of IFACE statistical potential, shape 

complementarity, and electrostatic terms (Mintseris, 2007). The ligand used was the 

optimized MP and the target was the TcGAPDH enzyme after the removal of the chalepin of 

the TcGAPDH–chalepin complex. We defined a region of interest (binding site) formed by 

residues of the active center of the enzyme (Seidler, 2013). ZDOCK predictions were filtered 

using the residues of the binding site and a 6 Å distance cutoff. The best MP pose was 

selected based on the best-ranked conformation of the ligand (peptide) in the target (enzyme), 

and used for the construction of TcGAPDH-MP complex. The TcGAPDH-chalepin complex 

was used to compare the position of the ligand in the binding site. Molecular graphics were 
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performed using the UCSF Chimera 1.8 package (Resource for Biocomputing, Visualization, 

and Informatics at the University of California, San Francisco) (Pettersen, 2004).  

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

Epimastigote forms of Trypanosoma cruzi cultures were treated with different 

concentrations of mastoparan peptide for 48 hours and a concentration-dependent cytotoxic 

effect was observed, with IC50 of 47,49 µg/mL (Figure 1).  

For the trypomastigote forms, the cytotoxicity was assessed after 24h of incubation 

and also showed concentration-dependent inhibited growth, with IC50 of 8.83 µg/mL (Figure 

2).   

Studies with substances of animal origin have contributed a great deal to the 

understanding of vascular and neurological diseases, inflammatory processes, analgesia and 

allergic processes, among others (Mortari et al., 2007). In this sense, considering the scarce 

number of pharmacological agents used in Chagas disease, studies with biological active 

substances have sought more effective drugs with fewer side effects to be used in the 

treatment of patients at different stages of the disease. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1. Cytotoxic effects of Mastoparan from P.Paulista venom (MP) on epimastigote forms 

of T.cruzi after 48h of incubation. Datas were expressed as mean ± E.P.M (n=3) and 

analyzed by ANOVA with Dunett’s post-test,*p < 0.05compared to the corresponding 

control group. 
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Fig 2. Cytotoxic effects of Mastoparan from P.Paulista venom (MPVP) on tripomastigote 

forms of T.cruzi after 24h  of incubation.  Data were expressed as mean ± E.P.M (n=3) and 

analyzed by ANOVA with Dunett’s post-test,*p < 0.05compared to the corresponding control 

group. 

 

Antimicrobial peptides have certain characteristics that make them attractive 

alternatives to conventional therapies. This is due to their rapid mode of action and low 

probability of developing resistance (Zasloff, 2002). 

It has been previously demonstrated that antimicrobial peptides such as mastoparan 

showed a high level of toxicity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria, as 

well as fungi, viruses, metazoan parasites and even cancer cells (Zasloff, 2002; Hoskin e 

Ramamoorthy, 2008).  

Our study demonstrated the trypanocidal activity of the MP peptide on the 

epimastigote and trypomastigote forms of T. cruzi Y strain. Corroborating to our findings, 

other authors have shown the trypanocidal effect of Hymenoptera venoms (Adad et al., 2012; 

2013), as well as of Apis mellifera bee venom and the mellitin peptide.   

The molecular docking analysis was used to suggest a possible mechanism of action 

of the peptide on the parasite through the study of the interaction between TcGAPDH and the 

MP. The MP best-ranked pose in the docking simulation is shown in figure 3, together with 

the chalepin pose (obtained from crystallographic data of TcGAPDH–chalepin complex) for 

comparison. We can observe that the docking pose of MP peptide is similar to that occupied 

by the chalepin molecule in the TcGAPDH active site. 



98 
 

 
Fig. 3. Molecular docking of MP peptide with highest score (red helix) in the TcGAPDH 

enzyme. The chalepin (CH) pose obtained from crystallographic data of TcGAPDH–chalepin 

complex is also shown for comparison. Side chains of the residues of the peptide are not 

shown.  

 

 

The region of nearest neighbors between MP peptide and the atoms of amino acid residues of 

the binding site is shown in figure 4. We considered residues with distances < 3.5 Å from 

ligand atoms. This region consists of the following residues: Ala135,164,198,228,231; 

Arg249; Asp210; Cys166; Gln200; Gly227,245; His194; Ile13; Leu130; Lys209,230; 

Met246; Pro136; Ser134,165,224,247; Thr115,167,168,197,199,225,226,244; and 

Tyr333,339. According to Seidler (2013), Arg249, Asp210, Cis166, His194, Ser165, 

Thr197,226, and Tyr333 residues play a significant role at the active enzyme center. These 

residues participate in the catalytic mechanism of GAPDH oxidoreductase activity.  

 

 

Fig. 4. Nearest amino acids residues with contact distance < 3.5 Å (wire) of MP peptide with 

highest score (red helix and stick) in the binding site of TcGAPDH enzyme. Inter-molecular 

H-bonds (green lines) between the peptide and Cys166 and Gly245 residues (green ellipses) 

of enzyme are showed. Lengths of H-bonds are also indicated. The Cys166 is an important 

catalytic residue that plays a significant role at the active center of enzyme. 
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We observed that the MP peptide and the TcGAPDH can form three H-bonds: two 

involving Cis166 of TcGAPDH with Val13 and Asp12 of MP; and other involving Gly245 of 

TcGAPDH with Lys5 of MP. H-bonds are important in interactions between ligand and the 

enzyme, especially with TcGAPDH catalytic residues, such as the Cys166 (Seidler, 2013). 

Souza et al (1998) suggest that the Asp210 residue may be involved in selective inhibition 

processes. For instance, chalepin inhibits TcGAPDH, but does not inhibit the human GAPDH. 

The substitution of Asp210 (T. cruzi) by Leu194 (human) can produce less effective polar 

interactions, decreasing chalepin specificity for the human GAPDH (Pavão, 2002). Thus, the 

peptide pose with highest score obtained from the molecular docking with TcGAPDH 

suggests the possibility of inhibition of this enzyme. This could be a mechanism for the 

biological action of the peptide on the parasite.  

 In conclusion, mastoparan isolated from Polybia paulista wasp venom showed 

inhibitory effect on the epimastigote and trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi strain 

Y. Additionally, we suggest a possible interaction of the peptide with TcGAPDH. The present 

study opens perspectives for future studies searching for molecular models for the treatment 

of Chagas disease.  
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